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DESCRIPCION

Procedimiento para la identificacién de inhibidores del plegamiento de proteinas.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la identificacién de inhibidores del plegamiento y por lo
tanto de la o las funciones bioldgicas de proteinas y, mds en particular, de inhibidores peptidicos del plegamiento de
proteinas que son altamente selectivos y que no crean resistencia.

Antecedentes

El hecho de que las proteinas tienen una funcion fisioldgica principal es bien conocido en la técnica. Se han
hecho muchos esfuerzos para usar proteinas como agentes terapéuticos, como catalizadores y también como materiales
adecuados que tienen propiedades especificas.

Muchas enfermedades surgen de mutaciones en proteinas que hacen que pierdan funcionalidad. En algunos ca-
sos, por ejemplo, la actividad catalitica ejercida por proteinas puede estar dificultada, dando como resultado una ruta
metabdlica alterada (p. ej., fenilcetonuria). En algunos otros casos, pueden estar afectadas las propias propiedades
estructurales de las proteinas de modo que conduzcan a una pérdida de funcionalidad fisica (p. ej., distrofia muscu-
lar). La enfermedad de Creutzfeld-Jakob y otras encefalopatias transmisibles pueden ser resultado de modificaciones
estructurales de las proteinas que cambian su forma y forman polimeros [1]. Igualmente, las enfermedades también
pueden ser el resultado de amiloidosis en la que las proteinas se convierten gradualmente en cadenas largas de 1dminas
beta polimerizadas y precipitan para formar fibrillas [2].

Se sabe que muchos cdnceres ocurren debido a mutaciones de proteinas. Hasta el punto de que se sabe que apro-
ximadamente 50% de los canceres humanos son causados por mutaciones en el factor P53 supresor de tumor que
principalmente disminuye su estabilidad [3].

Las enzimas y receptores son dianas habituales de los fairmacos, para restablecer su funcidn o para destruir agentes
infecciosos o cédnceres. El tltimo objetivo en la ciencia de las proteinas es ser capaz de predecir tanto la estructura
como la actividad de proteinas por sus secuencias de aminodcidos (el llamado “problema de plegamiento”), asi como
de inhibir su actividad [4, 5].

Con este logro se podrian disefiar y sintetizar nuevos catalizadores, materiales y agentes farmacoldgicamente acti-
vos, en particular firmacos adecuados para inhibir la actividad enzimética.

Las propiedades principales que pueden presentar estos farmacos son especificidad (es decir, no ser t6xicos) y
eficacia. Convencionalmente esto se puede lograr mediante el rematado del sitio activo de la enzima (inhibicién com-
petitiva) o por la unién en algunas otras regiones/partes de la proteina, provocando asi cambios estructurales que hacen
que la enzima no sea adecuada para la unién al sustrato (inhibicion alostérica).

Para lograr cualquiera de estos objetivos, debe optimizarse la unién entre el ligando y la proteina. Esto es un
problema bastante grande que requiere tiempo, debido al hecho de que es necesario calcular no sélo las energias entre
enzimas y sustrato u otros ligandos, si no también sus energias de interaccidn con el agua y el cambio de entropia
durante la reaccién. Las energias de unién netas son pequefias diferencias entre dos nimeros mas grandes.

Surge otra complicacién en el caso de que el objetivo sea una proteina virica que presenta una tasa de mutacién
alta, a menudo asociada con el desarrollo de resistencia bien conocido. Por lo tanto, tiene una gran importancia idear
estrategias nuevas que permitan un disefio mas eficaz y econémico de inhibidores de proteinas frente a los disefios
conocidos centrados en el sitio activo, asi como para generar estrategias dirigidas a bloquear la interaccién entre
enzimas y su sustrato, que no generen resistencia.

Una serie de estudios tedricos [9, 10] y experimentales [6-8, 38, 41] sugieren que las proteinas globulares de
un solo dominio (es decir, proteinas de longitud N comprendida entre 60 y 150 aminoécidos [28]) se pliegan por
un mecanismo jerarquico, en el que unidades pequefias compuestas de pocos aminodcidos consecutivos construyen
unidades mayores que, a su vez, construyen unidades todavia mayores, que finalmente implican la proteina entera.

Los estudios experimentales del plegamiento y asociacién de segmentos de cadenas de aminodcidos, antes de la
formacion del estado natural, han identificado estructuras de tipo parcialmente naturales entre los sucesos de plega-
miento iniciales [39]. Estos elementos estructurales se denominan normalmente dominios de plegamiento o plegados
[9]. La definicién operacional de estas unidades es: “la estructura tridimensional de las primeras estructuras natura-
les observable, en las que se pliega la proteina, empezando desde un estado desnaturalizado”. Las mutaciones den-
tro de estos dominios estructurales pueden limitar gravemente la formacién de una proteina adecuadamente plegada
[10].

Los célculos de modelos [11, 12] han mostrado que el plegamiento de proteinas de un solo dominio, monoméricas
y pequeilas, procede, partiendo de una conformacién no plegada, siguiendo una sucesion jerarquica de sucesos: 1)
formacién de pocas (2-4) estructuras elementales locales (normalmente denominadas LES) que contienen en total de
aproximadamente 20% a aproximadamente 30% de los aminoacidos de la proteina (y por lo tanto entre 5% y 15%
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de cada uno de los aminoécidos de la proteina), estabilizadas por pocos aminoécidos hidr6fobos que interaccionan
fuertemente (“calientes”), altamente conservados (<10% de los aminodcidos de la proteina) que caen cerca a lo largo
de la cadena de polipéptido; 2) conexién de las LES en el niicleo de plegamiento (postcritico) [13], es decir formacién
del conjunto minimo de contactos naturales que llevan al sistema hacia la barrera de energia libre principal del proceso
de plegamiento entero; 3) relajacion del resto de los aminodcidos en la estructura natural poco después de la formacién
del niicleo de plegamiento. Se ha encontrado que los sitos “calientes” que estabilizan las LES son muy sensibles a
mutaciones puntuales (no conservativas). Puesto que la mayor parte de la energia de estabilizacién de la proteina se
concentra en estos sitios, la posibilidad de mutacién de uno o dos de ellos tiene una alta probabilidad de desestabilizar
la conformacion plegada. Es natural identificar los dominios de plegamiento del parrafo previo con las LES de los
célculos de modelos.

El mismo modelo indica que se puede desestabilizar la conformacién natural de una proteina usando péptidos (que
se llamardn p-LES) cuya secuencia es idéntica a la de las LES de las proteinas [14].

Hay dos ventajas importantes de estos inhibidores de plegamiento con respecto a los convencionales. Primero, su
estructura molecular es sugerida directamente por la proteina diana. No hay que disefiar u optimizar nada, si no solo
encontrar las LES de la proteina diana. Debido a que el disefio de las LES se ha realizado por evolucién a través de
una mirada de generaciones de los virus (o del organismo que expresa la proteina), para reconocer e interaccionar
fuertemente entre si, para asi hacer el plegado de la proteina rdpido, asi como para evitar la agregaciéon de otras
proteinas, se espera que los inhibidores resultantes presenten poca toxicidad. Segundo, no es probable que se puedan
convertir en no operativos por mutantes de escape. De hecho, los p-LES se unen a las LES complementarias de la
proteina diana, siguiendo el mismo paradigma que estabiliza el niicleo de plegamiento, estabilizacidn que es controlada
por los aminodacidos “calientes” de la proteina [15, 16].

Por consiguiente, los mutantes de escape pueden contener mutaciones en esos aminodcidos “calientes” que son
esenciales para la estabilizacion y conexion de las LES. Dichas mutaciones conducen, como norma, a la desnaturali-
zacién de la proteina. En otras palabras, las mutaciones estructurales que no previenen que la proteina se pliegue a su
estado bioldgicamente activo natural, no previenen tampoco la conexién de las estructuras elementales locales en el
ntcleo de plegamiento, ni la accién inhibidora de los p-LES. Las mutaciones que previenen la formacién del nicleo
de plegamiento, sea desestabilizando las LES o su conexidn, en principio pueden evitar la accién de los p-LES, pero
no seran expresadas debido a la incapacidad de la proteina mutada para plegarse.

Resumen de la invencion

En resumen, la invencion se refiere a un procedimiento sencillo, econdémico y (esencialmente) exento de errores
para individualizar las LES de proteinas globulares de un solo dominio (siendo la longitud tipica de estas proteinas de
60 a 150). Por consiguiente, se refiere a la individualizacién de inhibidores muy eficaces y altamente especificos del
plegamiento de estas proteinas (péptidos p-LES) que no es probable que creen resistencia.

Debido a que las proteinas globulares de un solo dominio, como norma, estin construidas como una combinacién
de unidades de secuencias (dominios, bloques [17-24], o mddulos [25, 26] de longitud caracteristica de aproximada-
mente 125 aminodcidos para eucariotas y aproximadamente 150 aminodcidos para procariotas [27, 28]), unidades de
secuencia que se pliegan como proteinas de un solo dominio, la invencién se refiere también al procedimiento de iden-
tificacién de inhibidores peptidicos del plegamiento de proteinas independientemente de su tamafio o modularidad, asi
como a cada uno de los monémeros de los multimeros de tres estados [29, 30].

A continuacion, los autores de la invencidn explican la invencién dentro del marco de las unidades de secuencia
de una proteina globular o de un monémero que pertenece a un multimero de tres estados.

Objeto de la invencion

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la identificacién de inhibidores peptidicos del
plegamiento, y por lo tanto de la actividad bioldgica especifica [4], de proteinas sin inducir mutantes de escape.

Por lo tanto, un primer objeto de la presente invencién es un procedimiento para la identificacién de inhibidores
peptidicos del plegamiento de una proteina que contiene N aminodcidos, cuyo procedimiento comprende:

a) disefiar M péptidos de longitud L, presentando cada uno una secuencia idéntica a un segmento de la proteina dia-
na, de modo que cubran la proteina entera, permitiendo una determinada cantidad de solapamiento entre los diferentes
péptidos. Normalmente L contiene aproximadamente 10 aminodcidos, y preferiblemente, varia 1 de aproximadamen-
te 4 a aproximadamente 20. Por consiguiente, M estd en el intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 50,
siendo normalmente aproximadamente 20.

b) preparar los M péptidos disefiados de forma individual o en grupos;

c¢) preparar M disoluciones que contiene cada una la proteina que se estd considerando y uno de los péptidos en
una relacién molar adecuada e incubar cada una de las disoluciones a 37°C.
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d) evaluar la eficacia inhibidora del péptido en las disoluciones anteriores o el grado de desplegamiento o ambos,
mediante técnicas estdndar, de modo que se identifique el péptido dotado de actividad inhibidora frente a la proteina.

El procedimiento de la presente invencidn es particularmente ventajoso ya que permite identificar de una forma
fiable y bastante sencilla el péptido, entre los M péptidos disefiados y preparados a propdsito, que tiene una actividad
inhibidora, o incluso la mayor actividad inhibidora, frente a la proteina que se esta considerando.

Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, salvo que se proporcione otra cosa, el término “péptido(s)” significa cade-
na(s) peptidica(s) corta(s) que comprende(n), normalmente, del orden de diez aminoacidos. Preferiblemente, el péptido
comprende L. aminodcidos con L que varia de aproximadamente 4 a aproximadamente 20. La secuencia de los “pépti-
do(s)”, salvo que se define otra cosa, coincide con un segmento de igual longitud que la proteina.

Ademds, por “inhibidor peptidico” los autores de la invencidn se refieren a un péptido que bloquea el plegamien-
to de la proteina diana y, de esta forma, su funcién biolégica especifica. Es decir, el inhibidor tiene una secuencia
esencialmente idéntica a la de una LES de la proteina, y de esta forma también se puede llamar un p-LES [14].

Por “LES” (estructura elemental local, por sus siglas en inglés Local Elementary Structure) se hace referencia a
las primeras estructuras naturales formadas muy temprano en el proceso de plegamiento [11, 12] (también llamadas
plegados o dominios de plegamiento en la bibliografia [9, 10, 38]). Estas estructuras estadn estabilizadas por aminoa-
cidos que interaccionan fuertemente, en general hidréfobos, altamente conservados (“calientes”). Se puede distinguir
entre las bien estructuradas 1llamadas LES cerradas y las menos estructuradas llamadas LES abiertas [15]. Este dltimo
tipo de LES no presenta, cuando se aislan en el disolvente, ningtin contacto natural (importante). Por el contrario, las
LES cerradas, cuando se aislan presentan contactos naturales que tienen una funcién importante también en el nicleo
de plegamiento (postcritico) [13].

Por nicleo de plegamiento “FN” (por sus siglas en inglés, folding nucleus) (postcritico) se hace referencia al
conjunto minimo de contactos naturales necesarios para superar la barrera de energia libre mds alta que encuentra
la proteina en el proceso entero de plegamiento [13]. Una gran parte de estos contactos surge de la conexion de las
LES. Este suceso esta esencialmente controlado por las LES cerradas. Por aminodcidos “calientes” se hace referencia
a aminodcidos que tienen una funcidn central en el plegamiento de una proteina. La mutacién no conservativa de estos
aminodcidos, conduce, en general, a la desnaturalizacién de la proteina [16].

De acuerdo con la etapa (a) del presente procedimiento, junto con cualquier variante de la misma, los M péptidos
de longitud L se pueden disefiar para que presenten una secuencia idéntica a un segmento de la proteina que se esta
considerando. Los valores de M y L se eligen de modo que cubran la secuencia entera de aminoacidos de la proteina,
permitiendo también cierta cantidad de solapamiento. Normalmente L tiene 10 aminodcidos (que para las proteinas de
un solo dominio de longitud N corresponde a aproximadamente una décima parte del nimero total de aminodcidos N,
es decir LxN/10) y, preferiblemente, varia de aproximadamente 4 a aproximadamente 20. Por consiguiente, M estd en
el intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 50, siendo normalmente aproximadamente 20.

Solo como ejemplo explicativo no limitante, el procedimiento presente puede proporcionar la identificacién de
péptidos que tienen actividad inhibidora frente a una proteina, p. ej., que comprende 120 aminoécidos, mediante
el disefio de 19 péptidos (es decir, M es igual a 19) cada uno con una longitud de cadena de aminodcidos de 12
aminodcidos.

A partir de lo anterior, puesto que los 19 péptidos, que tiene cada uno una longitud de 12 aminodcidos, presentan
una secuencia idéntica a los segmentos dados de la proteina y que debe cubrirse la secuencia entera de la proteina,
estd claro para el experto en la materia que habrd péptidos con segmentos que se solapan (siendo el solapamiento entre
cada péptido consecutivo en este ejemplo particular aproximadamente 50%).

Normalmente, la etapa (a) del presente procedimiento puede proporcionar el disefio sistematico de los M péptidos
dados empezando por el aminodcido nimero 1 y siguiendo, de modo que se cubra de forma progresiva la proteina ente-
ra (permitiendo de esta forma de aproximadamente 50% a aproximadamente 70% de solapamiento entre los diferentes
péptidos; véase el siguiente Ejemplo 4).

Alternativamente, dichos péptidos M se pueden disefiar empezando por aquellas regiones que corresponden a
segmentos de proteina cercanos al nitrégeno y carbono terminales asi como al centro de la proteina, permitiendo otra
vez el solapamiento entre los diferentes péptidos.

La etapa (b) comprende preparar los M péptidos de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. Dichos
procedimientos pueden incluir, como ejemplo, cualquier procedimiento sintético conocido para la sintesis de péptidos
o, alternativamente, la posibilidad de tomarlos directamente de la proteina, cortdndola en los sitios adecuados, por
procedimientos conocidos.

La etapa (c) se lleva a cabo disolviendo cualquiera de los péptidos preparados en la etapa (b) junto con la proteina
diana en cualquier disolvente adecuado. La relacién molar entre el péptido y la proteina puede variar de forma ade-
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cuada en el intervalo de 1:1 a 10:1 (péptido/proteina); preferiblemente, la concentracion relativa de péptido/proteina
es3al.

Las disoluciones asi obtenidas se incuban a aproximadamente 37°C durante unos minutos, por ejemplo, hasta 10
minutos.

Alternativamente, las etapas b) y c¢) se pueden sustituir por simulaciones por ordenador en las que se usan modelos
simplificados de proteinas (p. ej., el modelo de Go de todos los dtomos, modelo de Go de C, etc. [33]) acopladas
con muestreo termodindmico o dindmica simulada (p. €j., algoritmo de Monte Carlo, dindmica de Newton, etc.) para
simular la evolucién de la proteina en presencia de cada tipo de péptido (partiendo de las conformaciones de la proteina
desplegada o plegada) y asi determinar el grado de desplegamiento de la propia proteina en presencia de estos péptidos.

Estas simulaciones pueden proporcionar informacién no solo de la secuencia de los inhibidores, que es igual a
un segmento de la proteina, si no también de su conformacién natural en el disolvente. Se van a preferir los que
presentan un grado alto de estructura y estabilidad comparado con los inhibidores que presentan poca estructura y/o
grandes fluctuaciones. Esto estd de acuerdo con el hecho de que se espera que los inhibidores muy estructurados (que
corresponden a las llamadas estructuras elementales locales (LES) “cerradas”, es decir, segmentos de motivos que
presentan contactos naturales importantes en la estabilidad de la proteina) sean mds especificos y por lo tanto menos
téxicos que otros menos estructurados, llamados LES “abiertas” [11, 12, 15]. Respecto a esto merece la pena indicar
que los célculos de modelos que s6lo consideran los dtomos Ca de los restos, enfatizan las diferencias que existen
entre estos dos tipos de LES.

Cuando existe informacién experimental sistemadtica relativa a los valores ¢ [4] asociados con un gran nimero
de sitios de la proteina, para permitir una determinacion de los sitios “templados” y “calientes” de la proteina (es
decir, aquellos sitios que tienen una funcién central en el plegamiento de la proteina [16], siendo los aminodcidos
correspondientes que los ocupan altamente conservados), finalmente se puede ajustar ligeramente la longitud y el
nimero de aminoécidos inicial y final a lo largo de la proteina de modo que se garantice que los inhibidores peptidicos
incluyen todos los aminodcidos calientes y la mayoria, si no todos, los aminoacidos templados.

El procedimiento de iteracién también se puede llevar a cabo calculando los valores ¢ asociados con los diferentes
aminodcidos de la proteina diana, usando un software adecuado (véase el siguiente ejemplo 1). Una vez que se han
disenado los nuevos inhibidores, también se puede ensayar su eficacia mediante los ensayos de la etapa (d) anterior.

De acuerdo con la etapa (d) del presente procedimiento de la invencidn, la eficacia inhibidora del péptido o el
grado de desplegamiento o ambos, en las disoluciones anteriores, se puede llevar a cabo de acuerdo con procedi-
mientos convencionales. Como un ejemplo no limitante, los ensayos espectrofotométricos, ensayos de equilibrio de
sedimentacion, dicroismo circular o técnicas de resonancia magnética nuclear, pueden usarse y llevarse todos acabo
para determinar el efecto inhibidor anterior.

Igualmente, se conocen experimentos de absorcién en la técnica [4] para determinar la eficacia inhibidora cuando
la proteina es una enzima [4, 31].

Como se ha descrito anteriormente, una vez que se ha encontrado un péptido que bloquea eficazmente el plegamien-
to de la proteina, a priori no es necesario continuar con el procedimiento de comprobar las propiedades inhibidoras
del resto de los péptidos, y la bisqueda e identificacidn se pueden terminar en este punto.

En otras palabras, el procedimiento de la invencidn se puede aplicar para identificar el péptido 6ptimo dotado con
la actividad inhibidora mas alta entre todos aquellos M péptidos que se han preparado y ensayado.

Alternativamente, como se ha descrito antes, las diferentes disoluciones de la etapa (c) se pueden ensayar en
cualquier orden y se puede parar el procedimiento entero una vez que se ha encontrado un péptido que tiene la
actividad inhibidora deseada, sin necesidad de ensayar y por lo tanto de preparar todas las disoluciones.

Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién alternativa de la presente invencion, la etapa (a) puede comprender
disefiar un solo péptido con una longitud que varia de 4 a 20; la etapa (b) puede comprender preparar dicho péptido;
la etapa (c) puede comprender preparar una disoluciéon de la proteina con este mismo péptido; la etapa (d) puede
comprender evaluar la actividad inhibidora del péptido. Si se encuentra que la eficacia inhibidora de dicho péptido
es satisfactoria, el procedimiento se puede terminar ya que ha permitido identificar facilmente el inhibidor peptidico
adecuado. Al contrario, si no es satisfactorio o el péptido carece en cualquier caso de alguna eficacia inhibidora
significativa, las etapas (a) a (d) pueden repetirse con otro péptido hasta la identificacién del que sea 6ptimo.

Los pocos péptidos (1-4) que inhiben el plegamiento de la proteina, y que los autores de la invencién llaman p-
LES, identifican los segmentos de aminodcidos de la proteina que, en el proceso de plegamiento, dan lugar a las LES.

Puesto que para cumplir su actividad biolégica una proteina debe estar en su conformacion (plegado) natural, se
espera que los p-LES también sean inhibidores eficaces, especificos y eficaces de forma perdurable, de las funciones
de proteina.
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Debe ensayarse la solubilidad de los p-LES en el medio de cultivo, y se pueden modificar para reducir su hidrofo-
bicidad, si es necesario.

La modificacién puede ocurrir, por ejemplo, por: 1) adicién de aminoécidos polares y/o cargados; 2) acortamiento
de la cadena, es decir pérdida de uno o dos aminoécidos hidr6fobos en los extremos C o N o en ambos; 3) mutaciones
conservativas, es decir, sustituyendo un aminoacido hidréfobo por otro aminoacido algo menos hidré6fobo.

Ademads, puesto que los p-LES son péptidos, también pueden ser digeridos por las células y/o crear alergias.

En este caso, los p-LES se pueden usar como pistas de los inhibidores de plegamiento correspondientes a sus
moléculas miméticas o finalmente péptidos de la misma secuencia de aminodcidos sintetizados usando D-aminodcidos,
por procedimientos conocidos.

Ahora se describirdn diferentes aspectos y realizaciones de la presente invencién con mds detalle a modo de ejem-
plos, con referencia también a miméticos de péptidos y solubilidad de p-LES.

Dichos ejemplos no deben considerarse limitantes de la presente invencidn, ya que se observard que se pueden
aplicar modificaciones de detalles del procedimiento sin desviarse del alcance de la invencidn.

Figuras

la fig. 1 es un dibujo de la estructura cristalografica de src SH3. Las (5) laminas beta antiparalelas estdn represen-
tadas mediante cintas con flecha (gris claro), mientras que la hélice alfa se muestra en gris oscuro;

la fig. 2 es la probabilidad de distribucién en el equilibrio del pardmetro de orden q definido como el nimero
relativo de contactos naturales, calculado a tres temperaturas diferentes para la proteina SH3 sola. La proteina estd en
la conformacién natural para los valores q>0,7 y en el estado desnaturalizado para q<0,5. La temperatura T=0,843 a
la que los picos de los estados natural y desnaturalizado tienen la misma 4rea es la temperatura de plegamiento;

la fig. 3 es la probabilidad de distribucién en el equilibrio a T=0,825 del pardmetro de orden q para el sistema
compuesto por el dominio de proteina Src-SH3 y tres péptidos con la misma secuencia que uno de los segmentos de
proteina caracterizados por el primer y dltimo aminoacidos presentados en el inserto;

la fig. 4 es la probabilidad de distribucién en el equilibrio del pardmetro de orden q calculada a T=0,825 para
el sistema compuesto por el dominio de proteina Src-SH3 y tres péptidos con la misma secuencia que uno de los
fragmentos de proteina caracterizados por el primer y tltimo aminodcidos presentados en el inserto;

la fig. 5 es la poblacién del estado natural a T=0,825 para un sistema compuesto por el dominio de proteina Src-
SH3 y tres péptidos cuya secuencia es idéntica a la del fragmento de la proteina de longitud 6 que empieza en el
sitio indicado en el eje de abscisas, normalizado con respecto a la poblacién del estado natural de la propia proteina
(pn'"PLES). Los péptidos empiezan con el segmento 1-6 y terminan con el segmento 55-60, siendo el solapamiento
entre los diferentes péptidos 67%. La linea es para guiar. Los puntos blancos dan informacién de las propiedades
inhibidoras de los péptidos p-S’, (=18-28) y p-S’3(=36-42) obtenidos por ligera modificacion de los dos péptidos
originales, en concreto los péptidos p-S, (=21-27) y p-S; =(35-40) (véase el texto).

la fig. 6 es la poblacidn del estado natural del dominio de proteina Src SH3 (puntos blancos) a T=0,825. Los
resultados presentados para el valor 0 del eje de abscisas corresponden a la secuencia natural. Los otros resultados
corresponden a la proteina que lleva una mutacién en los sitios 9, 30 (frio, F), 5, 49 y 55 (templado, T), y 18, 26
(caliente, C). La poblacion relativa del estado natural del dominio de proteina Src SH3 a T=0,825 en presencia de
tres P-S3 (35-40) se muestra en términos de tridngulos negros. Las lineas son para guiar. Los valores en los diferentes
sitios de mutacion corresponden a la secuencia natural de la proteina que lleva la mutacién indicada en el eje de
abscisas.

la fig. 7 es el cambio AAG de energia libre tras mutacién de Src-SH3 calculado usando un modelo de Go modi-
ficado. También se muestra el valor de [AAG] y [AAG]+20. Los sitios con AAG > [AAG]+20 (n° 18, 26, 27 y 40)
se llaman aminodcidos calientes, mientras que aquellos con [AAG] < AAG < [AAG] + 20 (n° 4, 5, 6, 28, 39, 41,
48, 49, 50 y 55) se califican como aminodcidos templados. Los célculos sistematicos y la informacién experimental
indican que los sitios “templados” y “calientes” de proteinas monoglobulares de un solo dominio, estdn presentes en
las relaciones mencionadas antes (véase [40] y referencias en la misma).

la fig. 8 es igual que la figura 7 pero para los valores de AAGy_y determinados experimentalmente por ingenieria
de proteinas [32]. En este caso, los sitios 10, 20, 24 y 26 son sitios calientes, mientras que los sitios 5, 7, 18, 23, 38,
41, 44, 48, 49 y 50 se califican como sitios templados.

la fig. 9 es un dibujo de la conformacién natural del homodimero de HIV-1-PR. Cada mondémero contiene 99
aminodcidos. Se muestran con diferentes niveles de grises los dos monémeros. En el monémero presentado a la
derecha se destacan en gris oscuro los posibles candidatos de LES asociadas con este mondmero [37].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 323 654 T3

la fig. 10 es el efecto de las mutaciones en una serie de sitios del monémero de HIV-I-PR (eje x) en la estabilidad
Py del estado natural de la proteina (eje y), calculado usando un modelo generalizado de Go de C, [37]. Las cruces
negras corresponden a la estabilidad de la conformacién natural del monémero solo (a la temperatura bioldgica T=2,5
kJ/mol), mientras que los puntos negros dan el valor de Py del monémero en presencia de tres p-LES de tipo p-Sg (=83-
93). El punto negro y la cruz dibujados en el sitio de mutacién=0 indican los resultados asociados con la secuencia
natural. Las lineas son para guiar.

la fig. 11 es la absorbancia de la actividad de referencia de HIV-I-PR en funcién del tiempo en presencia del
péptido 83-93 (1), de péptidos no inhibidores (2), de los péptidos 61-70 (3) y de los péptidos 9-19 (4) (de la referencia
[36]).

Ejemplos
Ejemplo 1
Src-SH3

Este dominio presenta 5 ldminas beta antiparalelas y una hélice alfa y estd compuesto de 60 restos (véase la figura

1).

Es una referencia interesante para el procedimiento de la invencidn, ya que se ha caracterizado ampliamente por
experimentos termodindmicos asi como cinéticos [32].

Usando un moldeo generalizado de Go [33], se llevaron a cabo simulaciones del plegamiento del dominio SH3
y se calcul6 la probabilidad de que el dominio esté en su conformacion natural (véase la figura 2). Los autores de
la invencién han repetido los célculos que desarrollan en cada caso el dominio SH3 en presencia de un péptido que
presenta una secuencia igual a una de los 28 segmentos de la proteina de longitud N/10 (=6), en concreto 1-6, 3-8, 5-
10,..., 55-60, en la relacién de péptido-dominio 3:1. Los resultados se muestran en las figuras 3, 4 y 5.

A partir de estos resultados se puede sefialar claramente que el plegamiento es inhibido por los péptidos p-S;=3-8,
p-S,=21-27, p-S;=35-40 y p-S,=45-50, siendo el péptido p-S3 el mas eficaz.

Por consiguiente, los segmentos S; (i= 1, 2, 3 y 4) se califican como LES del dominio SH3.

El hecho de que los péptidos p-S; (i=1, 2, 3 y 4) no sean solo inhibidores eficaces si no también permanentemente
eficaces estd documentado por los resultados presentados en la figura 6.

En la figura 6 se describe el efecto que tienen las mutaciones puntuales en la estabilidad de la propia proteina y
en la presencia de tres péptidos p-S;. Las mutaciones que no afectan a la estabilidad ni a la capacidad de plegamiento
de la proteina (p. €j., mutacién en los sitios n° 9 y n° 30) dejan sin cambio la capacidad inhibidora del péptido p-S;.
Por otra parte, los mutantes de escape (por ejemplo, mutaciones en los sitios n° (5, 18, 26, 49 y 55)) no son capaces
de plegado. Estos resultados estdn de acuerdo con el hecho de que los sitios n° (9, 30), n° (5, 49, 55) y n° (18, 26) se
califican como sitios frios, templados y calientes, respectivamente.

Combinando los resultados presentados en las figuras 5y 7, se puede ajustar ligeramente la longitud y el nimero
de aminodcidos inicial y final de los cuatro inhibidores p-S; (i=1, 2, 3 y 4), con el fin de asegurar que incluyen todos
los sitios calientas (sitios n° 18, 26, 27 y 40) y la mayoria de los sitios templados (4, 5, 6, 28, 39, 41, 48, 49, 50,
55). Un posible resultado de una primera iteracion llevada a cabo a lo largo de estas lineas da: p-S;=p-S;’=3-8 (que
contiene los aminodcidos templados 4, 5 y 6), p-S’,=18-28 (aminodcidos calientes 18,26,27; aminodcido templado 28),
p-S’3=36-42 (aminodcido caliente 40; aminodcidos templados 39, 41), p-S’,= p-S4=45-50 (aminoéacidos templados
48, 49, 50). Se observa que un solo aminodcido (templado) (n® 55) no esta englobado/incluido en este conjunto de
péptidos inhibidores. Esto estd de acuerdo con el hecho de que no todos los sitios templados, que participan en el
FN (postcritico) pertenecen necesariamente a las LES (p. €j., el aminodcido templado n° 16 de la proteina modelo S
es parte del FN postcritico, pero no pertenece a ninguna LES [16]). La eficacia mejorada de los péptidos iterados se
ilustra por los resultados presentados en la figura 5 para pS,’ y p-S;” (puntos blancos).

Merece la pena destacar que todos los resultados descritos hasta ahora surgen de cdlculos de modelos. Debido
a que en el caso presente (dominio de proteina Src-SH3) existe informacién experimental detallada relativa a los
aminodcidos que presentan una funcién importante en el proceso de plegamiento (es decir, se conocen los valores de
AAG de la ingenieria de proteinas [32], véase la figura 8), se puede aprovechar esta informacién para llevar a cabo el
procedimiento de iteracion.

A partir de los resultados presentados en la figura 8, hay que sefialar que los sitios “calientes” y “templados”
corresponden a los aminodcidos n° 10, 20, 24, 26 y a los aminodcidos n° 5, 7, 18, 23, 38, 41, 48, 50, respectivamente.

Usando estos resultados y los presentados en las figuras 5 y 6, se encuentra que una posible primera iteracién da
pP-S1°=5-10 (que contiene el aminoacido caliente 10, y los aminoécidos templados n° 5, 7), p-S,’=20-26 (aminoacidos
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calientes n° 20, 24, 26; aminoacido templado n° 23), p-S;’=38-44 (aminodcidos templados n° 38, 41, 44) y p-S,’=p-
S,=45-50 (aminoécidos templados n°® 48, 50).

Las propiedades inhibidoras de estos péptidos determinadas por el enfoque anterior deben ensayarse por los ensa-
yos citados en la etapa (d) del procedimiento de la invencion.

Ejemplo 2
HIV-PR, computacional

La HIV-1-PR es un homodimero formado por cadenas que contienen 99 aminoécidos cada una (figura 9). Las
propiedades de estabilidad de esta enzima se han estudiado mediante simulaciones extensas de todos los dtomos a
lo largo de cientos de nanosegundos (ns). Usando los correspondientes resultados se desarrollé un modelo de Go de
C,. Después se usé para simular la evolucién dindmica completa del plegamiento de la enzima, y los resultados se
compararon con los de las simulaciones de moldeo de G6 estdndar de todos los dtomos disponibles en la bibliografia.
Combinando el entendimiento obtenido de estas simulaciones y la informacién proveniente de las mutaciones (Tabla
1), se determinaron los sitios “calientes” y “templados” de la proteina y se seleccionaron los posibles candidatos de
las LES. En particular, la region Sg=(83-93) (para detalles véase [37] y las referencias en la misma).

Las simulaciones del plegamiento del mondmero de HIV-1-PR se llevaron a cabo en presencia de tres péptidos
p-Ss. Definiendo la poblacién py del estado natural como la probabilidad normalizada de que la cadena presente una
RMSD inferior a 10 A y mas de 70% de los contactos naturales formados, se encuentra que py = 0,28. Este ntimero
debe compararse con py = 0,87 para la proteina sola en las mismas condiciones bioldgicas, y con los nimeros py =
0,72 y 0,66 para la proteina en presencia de péptidos de control que tienen la misma secuencia que el fragmento 61-
71y4-14) [37].

En la figura 10 se muestra la prueba del hecho de que este inhibidor no crea resistencia. Las mutaciones que
no afectan a la estabilidad ni a la capacidad de plegamiento de la proteina dejan esencialmente sin cambios a las
propiedades inhibidoras del péptido p-S; (p. €j., mutacién en el sitio n° 19). Las mutaciones de escapa (p. €j., mutacién
en el sitio n° 33) esencialmente no pueden plegarse.

Ejemplo 3
HIV-PR, experimental

Se obtuvieron péptidos que presentaban una secuencia idéntica a los segmentos 83-93 (S;) y a los segmentos 9-
19y 61-70 del monémero de HIV-1-PR natural por sintesis en fase s6lida. Cada disolucién se prepard por adicion de
NaCl 0,8 mM, EDTA 1 nM y ditiotreitol 1 mM a un tampén de fosfato 20 mM (pH 6), afiadiendo ademas 2,78 ug de
proteasa de HIV-1y péptido 5,4 uM (es decir, la concentracion de cada uno de los diferentes péptidos es 3 veces la de
la proteasa).

Los ensayos espectroscopicos se llevaron a cabo usando un sustrato cromégeno [34], midiendo su cambio de
absorbancia con respecto al tiempo a 310 nm [36]. Algunos de los resultados correspondientes se dan en la figura
11. Se ve que el péptido 83-93 disminuye de modo regular la actividad de la proteasa y por lo tanto se puede usar
como inhibidor. As{ pues, esta secuencia se puede interpretar como que da lugar a una LES de HIV-1-PR. Como se
observa en la figura 9, esta LES estd bien estructurada, y contiene un nimero de contactos naturales internos (que
estabilizan una vuelta de hélice alfa). Se califica, por lo tanto, como un inhibidor peptidico particularmente especifico.
Merece la pena mencionar que se encuentra que las mutaciones observadas en este fragmento [35] o en su fragmento
complementario (es decir, fragmento 24-34) son mutaciones conservativas, sean inducidas por firmacos comerciales
(dirigidos a la inhibicion del sitio activo de la proteasa) o no (véase la tabla 1).
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TABLA 1

Las mutaciones observadas de HIV-I-PR como se describen en la referencia [35]. Para cada resto de la secuencia
natural (nat.) se listan las mutaciones observadas en los pacientes tratados y/o no tratados (mut.) y la puntuacién de
PAM?250 asociada con la menos conservativa de estas mutaciones (PAM250 es una puntuacion derivada del anélisis de
sustituciones de aminodcidos que se producen entre proteinas relacionadas. Especifica un intervalo de valores positivos
para las sustituciones que se producen normalmente entre proteinas relacionadas (mutaciones conservativas) y cero o
puntuaciones negativas para sustituciones no probables (mutaciones no conservativas)). Se dan en negrilla los sitios
que sufren mutaciones no conservativas.

nat. mut. |PAM/{ nat. mut. PAM| nat. mut. PAM| nat. { mut |PAM
Pi T26 G51 L76 (Vv 2
Q2 G27 G52 vir | 4
13 Y 4 A28 F§3 L 2 G78
T4 D29 154 [VMLT 0 P79 JA 1
LS D30 N 2 K§5 (RH 0 T80
w6 T31 V56 P81 T 0
Q7 V32 | 4 R57 IK 3 v82 |TAFIS |-1
R8 KQL 1 L33 FVI 2 Q58 |E 2 N83
P9 E34 DQANG 0 Y59 184 v 4
L10  [FIRV -3 E35 DG 0 D60 |E 3 185 v 4
Vit Il 2 M36 IiLv 2 Q61 |ENH 1 G86
T12 PAEIKN |0 837 DSTEKHC |4 162 |V 4 R87 [K
113 v 4 L38 F 2 L63 |PSTACQH (-6 [N88 |IDS 1
K14 |R 3 P39 sQT 0 164 |VLM 2 L89 MV! 2
115 v 4 G40 E6S |D 3 L% M 4
G16 |EA 0 R41 KN 0 166 {FV 1 T91
G17 |(E 0 w42 C67 |FS 4 ]Q92 (KR 1
Q18 |H 3 K43 RT 0 G68 193 L 2
L19 (ITVvQP -3 P44 H69 [KQYRN 0 G94
K20 |MRTIV -2 K45 IRN -2 |K70 |RTE 0 bf A95 |SF -3
E21 M46 F1LV 0 A71 [TVI -1 T96
A22 147 v 4 72 IVILMER -2 L97 v 2
L23 i 2 bfG4g |V -1 G73 |STCA 1 N98
L24 {IVF 2 G49 T74 |SAP 0 F99
D25 150 VL 2 v7s |l 4

Ejemplo 4

Dada una proteina que contiene N aminodacidos, se pueden preparar péptidos de longitud L = (N/10) + 2, que
presenten cada uno la misma secuencia de un segmento de la proteina. El péptido n° 1 coincide con el segmento que
empieza con el aminodcido 1 y termina con el aminodcido L, el péptido n°® 2 coincide con el segmento (L/z+1)-[(1+z)
L/z],..., mientras que el péptido i coincide con el segmento (iL/z+1)—[(i+z)L/z], con i=1,2,...i,,, donde i,,=zN/L-z. Por
consiguiente, el nimero maximo de péptidos que se van a producir es i ,+/. La cantidad z controla el solapamiento
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permitido entre dos péptidos consecutivos. Los valores recomendados son z=2,3 que conducen a 50% y 67% de
solapamiento.

A modo de ilustracién (realista) se escogen los valores N=100, L=10, z=3. Entonces se obtiene i, 27 y 67% de
solapamiento. El nimero que corresponde al primer y el tltimo aminodcido de cada uno de los 28 péptidos posibles
se recogen en la Tabla 2.

Se correlacionan estos resultados con el caso del mondmero del dimero de HIV-I-PR y se suponen tres escenarios
diferentes que se siguen en la bisqueda de los péptidos que inhiben el plegamiento: a) bisqueda ordenada empezando
por el aminodcido (aa) 1 y prosiguiendo al aa 100 (es decir, empezando por el extremo N y prosiguiendo hacia el
extremo C), b) biusqueda ordenada pero en el orden inverso (de 100 a 1, es decir, del extremo C al N), ¢) bisqueda
aleatoria empezando por el extremo N y por el extremo C asi como por el medio de la proteina, y después moviéndose
alejandose de esas regiones para cubrir la proteina entera. En el primer caso se necesitarian 26 intentos para encontrar
el inhibidor p-LES (péptido n° 26 de la tabla 2), en el segundo caso 3 intentos, mientras que en el tercer caso 12
intentos (véase la tabla 2).

TABLA 2

Un ejemplo de divisién de la secuencia de HIV-1-PR en péptidos. Las columnas indican, respectivamente, el
nimero de identificacién del péptido, el indice i (véase el texto), el fragmento correspondiente en la secuencia de
HIV-I-PR, y (en nimeros romanos) un ejemplo de un ensayo de inhibicién no secuencial, partiendo del centro de
la proteina y los extremos C y N terminales esencialmente de forma simultdnea. En este caso la bisqueda termina
después de 12 etapas cuando se ensaya el péptido n° 26.

péptido n°|i intervalo laleatorio
1 _ 1-10 III
2 1 4-13 VII
3 2 8-17 XI
4 3 11-20

5 4 14-23

6 5 18-27

7 6 21-30

8 7 24-33

9 8 28-37

10 9 31-40

11 10 34-43

12 11 38-47 X
13 12 41-50 \%
14 13 44-53

15 14 48-57 II
16 15 51-60 VI
17 16 54-63 IX
18 17 58-67

19 18 61-70

20 19 64-73

21 20 68-77

10



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 323 654 T3

22 21 71-80

23 22 74-83

24 23 18-87

25 24 81-90

26 25 84-93 XI1I
27 26 87-97 VIII
28 27 91-100 IV
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la identificacién de inhibidores peptidicos del plegamiento de una proteina que contienen
N aminodcidos, cuyo procedimiento comprende:

a) disefiar M péptidos de longitud L normalmente del orden de 10y, en general, en el intervalo de aproximadamente
4 a aproximadamente 20, presentando cada uno una secuencia idéntica a un segmento de la proteina que se estd
considerando, de modo que se cubra la longitud entera de la proteina con cierto grado de solapamiento, en el que M
es un nimero entero que normalmente varia de 5 a 50;

b) preparar los M péptidos disefiados individualmente o en grupos;

c¢) preparar M disoluciones que contengan cada una la proteina que se estd considerando y uno de los péptidos en
una relacion molar adecuada, e incubar cada una de las disoluciones a 37°C;

d) evaluar la eficacia inhibidora del péptido en las disoluciones anteriores o el grado de desplegamiento o ambos,
mediante técnicas estandar, de modo que se identifique el péptido dotado de actividad inhibidora frente a la proteina.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que N estd comprendido entre 60 y 150.
3. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la longitud L del péptido estd comprendida entre 4 y 20.
4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la longitud del péptido corresponde a L=N/10.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa (b) se lleva a cabo sintetizando los M péptidos o
cortando de forma adecuada la proteina diana, de acuerdo con procedimientos estandar.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la relacién molar de péptido/proteina puede variar de 1:1 a
10:1.

7. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que la relacién molar de péptido/proteinaes 3 a 1.

8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que las etapas (b) y (c) se pueden sustituir por simulaciones con
programas de ordenador.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que las etapas (b) y (c) se llevan a cabo mediante ensayos es-
pectrofotométricos, ensayos de equilibrio de sedimentacién, dicroismo circular o técnicas de resonancia magnética
nuclear.

10. El procedimiento de la reivindicacién 1, aplicado a cada dominio de proteinas de multiples dominios.
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