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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
Abl: Dominio catalitico de Abl (Abelson Leukemia virus homologe protein kinase)

ASA: Area superficial accesible al solvente

ATP: Adenosin trifosfato

Bcer: Breakpoint Cluster Region

DC: Dicroismo Circular

ITC: Isotermal Titration Calorimetry

Ka: Constante de asociacion

Ka: Constante de disociacion

LMC: Leucemia Mieloide Cronica

LPXXP: Lazo de poliprolinas

MALDI-TOF: Matriz Assisted Laser Desortion/lonization-Time Of Flight
Ph: Cromosoma filadelfia

PDGFR: Platelet Derived Growth Factor Receptor

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride

PP11: Hélices de poliprolina tipo Il

PKC: Protein Kinase C

SH2: Src Homology 2

SH3: Src Homology 3

Subdominio C: Subdominio C-terminal de Abl

Subdomino N: Subdominio N-terminal de Abl

DFG-in: Asa de activacion hacia afuera, conformacion activa
DFG-out: Asa de activacion hacia adenro, conformacion inactiva
T: Temperatura

ACp: Cambio en la capacidad calorifica

AG: Cambio en la energia libre de Gibbs

AH: Cambio en la entalpia

AS: Cambio en la entropia

AASA: Cambio de area superficial accesible al solvente



RESUMEN

La leucemia mieloide cronica (LMC) es una enfermedad que afecta a gran parte de la poblacion,
en la mayoria de los casos es causada por una translocacién cromosémica generando como
producto transcripcional una proteina quimérica llamada Bcr-Abl la cual se encuentra
constitutivamente activa. EI imatinib y el dasatinib son fa&rmacos utilizados para el tratamiento
de la LMC inhibiendo su actividad catalitica. Existen muchos estudios estructurales sobre la
interaccion entre el dominio cinasa de Bcr-Abl (TK-Abl) y sus inhibidores sin embargo los

determinantes energeéticos de la interaccion ain no han sido descritos.

En este trabajo se realizd la sobreexpresion y purificacion del dominio cinasa de Abl
recombinante, el cual se obtuvo con una alta pureza y rendimiento. La caracterizacion de la
proteina recombinante por dicroismo circular mostré un espectro de una o/p-proteina. Mediante
calorimetria de titulacion isotérmica se obtuvieron los pardmetros termodinamicos que rigen la
asociacion de imatinib y dasatinib a Abl a diferentes temperaturas. La formacion de los complejos
TK-Abl con imatinib y dasatinib, fue favorable y fue dirigida entalpicamente con el componente
entropico desfavorable. La afinidad de Abl por imatinib resulto ser ocho veces mayor a la de
dasatinob. El cambio en la capacidad calorifica en la union de imatinib mostr6 una dependencia
térmica revelando que a temperaturas por arriba de 22.5 °C, Abl sufre cambios conformacionales
de diferente magnitud conforme se aumenta la temperatura influyendo en la interaccion con este

farmaco, a las cuales dasatinib no es sensible.



1. MARCO TEORICO

1.1 BCR-ABL y leucemia mieloide crénica
La leucemia mieloide crénica (LMC) se debe a la aparicion del cromosoma filadelfia en

células hematopoyeéticas, que resulta en un incremento no solo de células mieloides sino también
de células eritroides, monocitos y megacariocitos . La LMC se origina en aproximadamente el
90% de las veces por un Unico evento genético de translocacion reciproca t(9;22)(q34;911),
formando un cromosoma 22 anormalmente mas corto, denominado cromosoma filadelfia
(Ph).234 Esta leucemia afecta alrededor de 3 millones de pacientes a nivel mundial, de los cuales
mas de 900 000 son Ph+.> En México, existen mas de 8,000 casos diagnosticados de LMC, con una
incidencia de dos casos/100,000 habs/afio.® La LMC progresa a través de distintos estados clinicos.
La fase méas temprana, denominada fase cronica, evoluciona en un periodo variable (que va de

pocos meses a tres afios) a una fase aguda, denominada crisis blastica, que generalmente es fatal.’”

La formacion del cromosoma Ph deriva en la fusién de los genes BCR (del inglés,
Breakpoint Cluster Region) y ABL (del inglés, ABelson Leukemia virus homologe). El gen
hibrido resultante es activo, traduciéndose a la oncoproteina BCR-ABL (Figura 1). La proteina
de fusion se encuentra constitutivamente activa, y se acumula en citoplasma, a diferencia de ABL,
la cual se localiza tanto en el nicleo como en el citoplasma.®® El gen BCR en el cromosoma 22
puede romperse en diferentes sitios. Si el procesamiento ocurre en el exoén 12/13, se origina una

proteina de 210 kDa (p2108¢-4?") |a cual se asocia a LMC (ocurre en el 90 a 95 % de las veces).*°

Figura 1. Translocacién  t(9;22)
(g34;g11) que origina el cromosoma
filadelfia. Segmentos de los brazos
largos (q) de los cromosomas 9 y 22 Giomasome i
sufren una ruptura en los sitios de los l

Cromosoma 9 alterado

Cromosoma

22 alterado
cromosoma
iladelfia)

=

é- ber-abl

Cromosoma
22 normal

genes ABL y BCR respectivamente, los
<P f b

cuales se intercambian reciprocamente

para dar origen a un cromosoma 9 bor —3m

alterado (gen quimérico ABL-BCR) y a t”

un cromosoma 22 alterado (gen |

quimérico BCR-ABL)  denominado i

cromosoma filadelfia (Adaptada de |

https://www.cancer.gov/espanol/publica ot
p g p p

ciones/diccionario/def/cromosoma-

filadelfia).

—w—
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ABL presenta un domino cinasa altamente conservado entre las tirosina cinasas, que
consta de ~300 aminoacidos. Este dominio cataliza la transferencia del fosfato-y del ATP al grupo
hidroxilo de un residuo de tirosina contenido en un péptido sustrato especifico. ABL interacciona
con una gran cantidad de proteinas celulares, incluidas proteinas de sefializacion, otras cinasas,
fosfatasas, proteinas reguladoras del ciclo celular, factores de transcripcion, y proteinas del
citoesqueleto. A su vez, se ve involucrada de forma importante en gran variedad de procesos
bioldgicos fundamentales relacionados al crecimiento y supervivencia celular, por lo que
cualquier alteracion en la funcién de ABL a nivel molecular traera consecuencias a nivel celular
(Tabla 1).111213

Tabla 1. Comparacion de ABL y BCR-ABL en activacion y sefializacion. Adaptado de Greuber et al.*3

Proteina cinasa ABL BCR-ABL
“Citosolica -Citosélica
Localizacion celular :ﬁﬁgle:;ueleto de actina Citoesqueleto de actina

-Disrupcion de interacciones
inhibitorias por BCR
-Fosforilacion constitutiva de
tirosinas

-Oligomerizacion

-Disrupcion regulada de
interacciones intramoleculares
-Fosforilacion reversible de
tirosinas

Mecanismos de activacién

-Estrés oxidativo

-Activacion por tirosinas cinasa
receptoras

-Estimulacion de quimiocinas
-Interaccién con integrina
-Interaccién con cadherina

Procesos celulares rio arriba -No aplica

Procesos celulares regulados
rio abajo

-Dafio al DNA

-TGFB

-Migracion e invasion -Supervivencia e inhibicion de la
-Adhesién apoptosis

-Morfogénesis

-Respuesta al dafio al DNA
-Senescencia

-Proliferacion y supervivencia
-Endocitosis

-Inhibicion de la diferenciacién
-Auto renovacion

-Incremento de la motilidad
-Perdida de supresores de
tumores
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Bajo condiciones normales, ABL se encuentra finamente controlada por varios
mecanismos autorregulatorios. Estos mecanismos se han perdido debido a la fusiéon con la
proteina BCR en la LMC. Un dominio de oligomerizacion en el fragmento BCR (residuos 1-72),
esencial para la transformacién neoplasica, promueve la formacion de oligbmeros, sobre-
activando la actividad transfosforilante de BCR-ABL.* La desregulacion también se ve
favorecida por la pérdida del grupo miristoilo autoinhibitorio presente en la region CAP de la
ABL nativa. Por tanto, debido a la fusion con BCR, el dominio cinasa de BCR-ABL queda
permanentemente activo, desregulado y con su actividad catalitica incrementada derivando en

una transformacion neoplasica, y el establecimiento y progresion de la enfermedad.™

La fusion de ABL con otras proteinas esta asociada a varios tipos de leucemias y tumores
solidos.!*1° Estas fusiones crean versiones oncogénicas de ABL cuya caracteristica principal es
la fusion con proteinas que aportan motivos que promueven la oligomerizacion y actlan
incrementando la actividad cinasa, rompiendo interacciones intramoleculares de autoinhibicion,
y en consecuencia favoreciendo la sobre-activacion y su actividad transformante a versiones
celulares malignas. Algunos ejemplos de lo anterior es la fusion de ABL con ETV6 asociada a
LMC, leucemia linfocitica aguda de células B (LLA-B), LLA de células T (LLA-T) y leucemia
mieloide aguda (LMA). Estas traslocaciones pueden ocurrir tanto en celulas hematopoyéticas
unipotentes, asi como en células hematopoyéticas comprometidas. Las fusiones con las proteinas
NUP214 (Nucleoporin 214) y EML1 (Human Echinoderm Microtubule-associated Protein-like
1) se asocian principalmente a LLA-T, y las fusiones con RCSD1, SFPQ (Splicing Factor Proline
and Glutamine rich), ZMIZ1 (Zinc Finger MIZ-Type Containing 1), FOXP1 (Forkhead box
protein P1) Y SNX2 (Sorting Nexin 2) estan asociadas a LLA-B (Figura 2).%3

Ademas de leucemias, ABL esta involucrada de forma importante en diversos tipos de
tumores solidos como cancer de mama, ovario, pulmon, colorrectal, renal y melanoma.™® En este
sentido, la participacion de ABL es muy poco conocida en contraste con la LMC. Los
mecanismos moleculares de ABL que se han encontrado en tumores sélidos incluyen una alta
expresion y/o activacién de esta cinasa debido a amplificacidn génica, incremento en el mMRNA

y mutaciones somaticas (Anexo 1).1*16
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i F aC"" LMC, LLA-B,

AT I - 15575

Cinasa EML1-ABL LLA-T
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ZMIZ1-ABL LLA-B

SNX2-ABL LLA-B
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leucemiade
células pre-B

Fusion—

Figura 2. Versiones activadas de ABL por distintas translocaciones cromosdmicas en leucemia. Dominio
de unién a DNA (DNA BD), dominio de unién a G-actina (G-actin BD), Dominio de unién a F-actina (F-actin
BD), domino de oligomerizacidn coiled-coil (CC), Dominio pointed (PNT), Dominio hidrofébico parecido a
proteinas EMAP (HELP, hidrophobic EMAP-like proteins), Triptéfano-Aspartato (WD), nucleoporina con
repeticiones de fenilalanina y glicina (Nucleoporin FG), motivo de reconocimiento de RNA (RRM), dominio
forkhead (DFH), secuencias GAG (Gag). Adaptado de Greuber et al.®®

1.2 Estructura de ABL y BCR-ABL
Desde el extremo N-terminal hacia el extremo C-terminal, ABL esta conformada por los

siguientes elementos: 1) una region CAP (residuos 2-60) que se puede encontrar miristoilada
dependiendo de la isoforma de la enzima, 2) un dominio SH3 (residuos 61-121), 3) un dominio
SH2 (residuos 127-217), 4) un linker de poliprolinas (LPXXP) (residuos 218-241) que enlaza el
dominio SH2 con el dominio cinasa (residuos 242-515), 5) el dominio cinasa (TK-ABL) que
consiste en un subdominio N (residuos 242-335) y un subdominio C (residuos 341-512), 6)
secuencias ricas en prolina (PXXP), 7) motivos de localizacién nuclear, 8) un dominio de unién
a DNA y 9) una secuencia de exportacion nuclear flanqueada por dos dominios de unién a actina
(Figura 3A). En la proteina quimérica BCR-ABL, se pierde parte de la CAP y, en consecuencia,
el grupo miristoilo autorregulatorio esta ausente (Figura 3B).117

13



Localizacion nuclear y citoplasmatica
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Abl 1b
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Figura 3. A) Esquema que muestra la organizacion estructural de la proteina ABL isoforma 1b, donde se pueden
distinguir sus diferentes regiones y dominios, asi como las tirosinas 226 y 393 que pueden ser fosforiladas y
son claves en su regulacion. B) Organizacion estructural de la oncoproteina quimérica BCR-ABL, en donde se
observa el dominio de oligomerizacion en el segmento BCR que favorece su actividad transformante y ademas
se muestra la pérdida del grupo miristoilo autorregulatorio. Adaptado de Hantschel et al.**

ABL es capaz de oscilar entre una conformacion cerrada y otra abierta (Figura 4). La
solucidn de diferentes estructuras cristalograficas de una construccion que contiene los dominios
SH3-SH2-dominio cinasa ha permitido describir con detalle atdmico el papel que juegan distintos

elementos regulatorios en la adquisicion de las dos conformaciones de la cinasa.'®

14
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Figura 4. Esquema de las conformaciones de ABL. A) Conformacion cerrada estabilizada por una interaccion
del grupo miristoilo de la CAP (linea punteada) con el dominio cinasa (azul). B) Conformacién abierta
favorecida por la fosforilacion de los residuos Y226 y Y393. Adaptada de Saleh et al.*®

En la Figura 5 se muestra la estructura cristalografica de una construccion que contiene
los elementos SH3, SH2 y TK-ABL, que corresponde a la conformacion cerrada de ABL.
Estructuralmente, el dominio SH3 esta conformado por dos I&minas-f antiparalelas y es capaz
de reconocer secuencias ricas en prolina que tienden a adoptar conformaciones helicoidales
poliprolina tipo Il (PP1I), de tal modo que SH3 interacciona con LPXXP. El principal contacto
que contribuye a estabilizar la union entre SH3 y LPXXP estd dado por la interaccion de los
residuos Y70 y Y115 en SH3 con un residuo P223 del motivo LPXXP. El dominio SH2 esta
conformado por una lamina-f antiparalela central flanqueada por dos hélices-a. El residuo Y139
del dominio SH2 forma una interaccién hidrofébica de apilamiento con el residuo Y342 que
estabiliza la conformacion cerrada de ABL. Esta interaccion es posible solo cuando el grupo
miristoilo se acopla en una regién hidrofébica del subdominio C, gracias a un cambio estructural
en la hélice-al que, unida al grupo miristoilo se divide en dos hélices-a. mas pequefias
denominadas al y al’. Esta conformacion unida al miristoilo estabiliza por los residuos 1540,
V544 y 1548 de la al’ que contactan con el miristoilo provocando la ruptura de la ol.® Un
elemento importante para la conversion a la conformacion abierta es la fosforilacion del residuo

Y226 localizado en el motivo LPXXP, que permite la separacién de los dominios SH3 y SH2 del
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dominio cinasa, este ultimo evento la lleva a su conformacion abierta.’ Estudios de NMR (del
inglés, Nuclear Magnetic Resonance) y SAXS (del inglés, Small-Angle X-ray Scattering)
revelan que apo-ABL se encuentra en una conformacion cerrada y la principal interaccion ocurre
a través del dominio SH3 y el motivo LPXXP.21:22

A 4

. <
\ PD166326
~)

-« VZ ol ><

Ac. Miristico

510

Figura 5. Estructura cristalografica de ABL en conformacion cerrada. En color azul muestra el domino cinasa
unido al inhibidor PD166326 y a una molécula de acido miristico (ambos azul claro), en rojo se muestra el
linker LPXXP que une al dominio cinasa con el dominio SH2 (verde), este Gltimo con un residuo Y139
interacciona hidrofébicamente con el residuo Y342 del dominio cinasa, los residuos Y70 y Y115 del dominio
SH3 (amarillo) interaccionan con el residuo P223 del linker LPXXP que adopta una estructura PPII gracias a
los residuos P218, P223 y P230, la union del miristoilo y la hélice-al’ (anaranjado) esta mediada por los
residuos 1502, V506 y L510. En purpura se muestran los residuos de forma explicita. Figura elaborada con el
software PyMOL a partir del PDB 2FOO0 (Nagar et al.).*
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En la conformacion abierta (Figura 6A), ABL sufre un gran cambio conformacional,
donde el dominio SH2 que interactia con el subdominio C en la conformacién cerrada, se
posiciona acoplandose en una zona hidrofébica denominada a.C patch del subdominio N (Figura
6B). La principal interaccion que estabiliza este acoplamiento de SH2 con el subdominio N esta
dada por el residuo 1145 presente en el domino SH2. En esta conformacion las hélices al y al’
se convierten en un solo elemento estructural denominado hélice-al, el cual representa un
impedimento estérico que evita la interaccion de las tirosinas Y139 y Y342 y que en consecuencia
evita el contacto del dominio SH2 con el subdominio C (Figura 6C).?®

A Dominio SH2

Dominio
cinasa

Figura 6. A) Estructura cristalografica de ABL en conformacion abierta, elaborada con el software PyMOL a
partir del PDB 4XEY.2* B) Interaccion mediada por la 1145 del dominio SH2 con la regién oC patch del
subdominio N del dominio cinasa. C) Impedimento estérico de la hélice al para el acoplamiento del dominio
SH2 con el subdominio C. En la figura se muestra la sobreposicion de la hélice-al en una estructura libre de
miristoilo (PDB 3PYY) y las hélices-al y al’ unidas a acido miristico mediante contactos hidrofébicos
establecidos por los residuos 1502, V506 y L510 (PDB 2F00).*8 24 Estos residuos rotan con respecto a la hélice-
ol de la forma no unida a miristoilo. El cddigo de colores para los dominios es el mismo que en la Figura 5.
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1.3 Domino de oligomerizacion de BCR
El domino de oligomerizacion (OLI) de BCR comprende los residuos 1-72. Al igual que

el dominio TK-ABL, el domino OLI es esencial para la actividad transformante de BCR-ABL.
El domino OLI se conforma de dos hélices-a, una pequefia denominada hélice-al (residuos 5-
15) y una mas grande denominada hélice-a.2 (residuos 28-67) (Figura 7A); esta Gltima contiene
la region coiled-coil (residuos 30-65) basado en repeticiones de un patron de siete aminoacidos

con residuos hidrofébicos en las posiciones 1y 4 (repeticiones heptad).'*

La oligomerizacion se da cuando dos monomeros se asocian para formar un dimero con sus
hélices-a2 antiparalelas, posicionando las hélices-a.1 junto a la hélice-a2 del otro monémero. La
formacion del dimero se estabiliza por un total de 217 contactos de tipo van der Waals, siete
puentes salinos y tres puentes de hidrégeno. Més de la mitad de la interfase esta dada por las
repeticiones heptad que incluyen a los residuos 131, L35, 142, L45, V49, M56, L59 y L63 que se
empaquetan a modo de “cierre”. Estudios previos han demostrado que solo la a2 es suficiente
para llevar a cabo la oligomerizacion; sin embargo, la hélice-al le ayuda a tener una mayor
estabilidad y solubilidad dado que se une a la hélice-a.2, creando una region aromatica y

ocultandola de la superficie (Figura 7B).1

A B Core

Hélice-a1 VY aromatico

Hélice-a2

Repeticiones
Heptad

Figura 7. A) Estructura del domino de oligomerizacion de BCR. En azul se muestra la hélice ol y en rojo la
hélice a2 que conforman al dominio. B) Interacciones que estabilizan el dimero. En purpura se observan los
residuos de las repeticiones heptad y en anaranjado los residuos que estabilizan a la hélice a2 formando un core
aromatico. Elaborado con el software PyMOL a partir del PDB 1K1F (Zhao et al.).**
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En la union de dimeros para formar un tetrdmero, la superficie de contacto entre ambos dimeros
es significativamente menos polar que la expuesta al solvente. Los dimeros se asocian formando

un angulo de aproximadamente 130° entre los ejes de las hélices-a2 (Figura 8).%4

En varios estudios se ha visto que la fusion de ABL con otras proteinas como ETV6, que también
contiene un dominio de oligomerizacién (motivo hélice-loop-hélice), actia de manera similar
que el dominio OLI de BCR, sobre-activandola y jugando un papel esencial para la
transformacion maligna, originando asi otros tipos de leucemias.**'* La activacion por
dimerizacion en estos casos es parecida al modo en que se activan las tirosinas cinasas receptoras
por la accion de sus ligandos, sugiriendo que la formacion de tetrdmeros es mas eficiente en la

activacion de dominios funcionales rio abajo.*

130°

Figura 8. Estructura cristalografica del tetramero del dominio de oligomerizacion de BCR. Elaborado con el
software PyMOL a partir del PDB 1K1F (Zhao et al.).'
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1.4 Descripcion estructural del dominio cinasa
El dominio cinasa de ABL (TK-ABL) presenta una forma bilobulada compuesta por un

subdominio N-terminal (subdominio N) formado por cinco hebras-p antiparalelas y una
prominente hélice-a, y un subdominio C-terminal (subdominio C) formado principalmente por
hélices-a., siendo el responsable de la union al péptido sustrato. En la interfase de ambos
subdominios se encuentra el sitio catalitico, en donde se lleva a cabo la transferencia del fosfato-
v del complejo MgATP al grupo hidroxilo de una tirosina contenida en el péptido sustrato
(Figura 9A).* El dominio cinasa posee elementos estructurales importantes para su
funcionamiento. Un segmento altamente flexible rico en glicinas entre las hebras 1 y 32 del
subdominio N denominado P-loop (residuos 248-257) que participa en la unién cubriendo a los
fosfatos-B y -y del complejo MgATP.% Los residuos 317-321 forman un pequefio lazo que
conecta al subdominio N con el subdominio C; este elemento sirve de plataforma para el correcto

posicionamiento de la adenina del ATP en el sitio catalitico (Figura 9B).%

A S

Subdominio
N-terminal

Segmento
conector |{

Subdominio
C-terminal

Figura 9. A) Estructura bilobulada del dominio cinasa de ABL (PDB 1IEP, Nagar et al.). > B) Estructura de
ABL en complejo con un andlogo de ATP y Mg(ll) (PDB 2GA1T, Levinson et al.), 28 endonde se muestra que el
segmento conector (rojo) sirve de plataforma para el correcto posicionamiento del fragmento de adenina del
ATP mediado por una interaccion donde participa el residuo M318. El P-loop (amarillo) se posiciona sobre los
fosfatos del ATP favoreciendo su union. Los residuos E316 y N322 que flanquean el segmento conector
interaccionan con el fragmento de adenina y con el hidroxilo de la ribosa respectivamente. Elaborado con el
software PyMOL.
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En el dominio TK-ABL, la hélice-a del subdominio N, denominada oC, contiene un
residuo E286 que forma un puente salino con un residuo K271, estabilizando una orientacion
particular denominada aC-in (Figura 10).° Esta interaccion estd muy conservada en otras
cinasas como Src y cinasas dependientes de ciclina (Cdk), en donde la hélice-a.C adopta dos
conformaciones distintas dependiendo del estado activo o inactivo de la cinasa, a.C-in y aC-out,
respectivamente.?® En el caso de ABL, varias estructuras cristalograficas han mostrado que la
conformacion de la hélice-aC es de tipo aC-in tanto en su estado activo como inactivo. Sin
embargo, en una estructura cristalografica unida a un analogo de ATP y Mg(ll), la hélice-aC
adquiere una conformacion similar a Src denominada Src-like (aC-out). La conformacion a.C-
out en ABL resulta de la ruptura de la interaccién glutamato-lisina, de tal forma que la hélice-a.C
gira 31° hacia afuera del sitio activo con respecto a la conformacion aC-in y rota 34° sobre su
propio eje situando al glutamato hacia el exterior del sitio activo. Esta conformacion es
estabilizada por los nuevos pares idnicos K271 con D381 y E286 con R386 (Figura 11). Se ha
sugerido que el significado bioldgico de esta conformacion intermedia de la hélice-a.C (aC-out)
de ABL es facilitar la interconversion dinamica entre sus estados activo e inactivo, asi como
permitir el acceso adecuado del complejo cosustrato MgATP.22° En la Figura 12 se muestra la
sobreposicion de las conformaciones aC-in y aC-out, en donde se muestra el gran cambio
conformacional en la hélice-aC, en las hebras-B1 y -B2 y el P-loop, mientras que el resto del
subdominio N permanece practicamente idéntico. Cabe mencionar que el residuo K271 esta
altamente conservado en proteinas cinasas y es esencial para la union de los fosfatos-a. y -3 del
MgATP (Figura 13).*
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Figura 10. Estructura cristalografica en la que se
muestra la conformacién o.C-in del dominio cinasa de
ABL (PDB 10PJ, Nagar et al.).! En azul claro se
muestra el subdominio N. La hélice a.C-in (verde) se
estabiliza por un puente salino entre E286 y K271. En
amarillo se muestra el P-loop que conecta a las hebras-
Bl y —B2. En color azul oscuro se muestra al
subdominio C. Los residuos que interaccionan se
muestran de forma explicita en color naranja.
Elaborada con el software PyMOL.

Figura 11. Estructura cristalografica en donde se
muestra la conformacion oC-out del dominio cinasa
de ABL (PDB 2G1T, Nagar et al.).?” La hélice aC-out
se estabiliza por un nuevo puente salino entre E286 y
R386. El residuo altamente conservado K271 voltea
hacia el sitio activo contactando con un puente salino
al residuo D381 del subdominio C. El cddigo de
colores es el mismo que en la Figura 8. Elaborada con
el software PyMOL.

Figura 12. Esquema de la sobreposicion de las
estructuras cristalograficas en conformaciones aC-in
(PDB 10PJ)® y aC-out (PDB 2G1T, Nagar et al.)?’
de ABL. En azul claro se muestra el subdominio N de
la conformacion aC-in y en amarillo se muestra el
subdominio N de la conformacién oC-out. En la
conformacion aC-out las hebras-p1 y -B2 se alargan
mientras que el P-loop se acorta con respecto a la
conformacion aC-in. Elaborada con el software
PyMOL.
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Otro elemento estructural perteneciente al subdominio C es el loop o asa de activacion,
el cual esta altamente conservado entre proteinas cinasas y es clave en su funcionamiento. El
loop de activacion inicia con un motivo DFG (residuos 381, 382 y 383) y termina con una
secuencia APE (residuos 407, 408 y 409). Cabe mencionar que al igual que otras cinasas, la
conformacidn final del loop de activacion de ABL esta dirigida por el ligando y, a la fecha no se
ha resuelto la estructura en su forma apo. El loop de activacién de ABL se ha caracterizado
estructuralmente en tres conformaciones distintas. Una conformacion activa o0 DFG-in unida a
dasatinib, una conformacion inactiva o DFG-out unida a imatinib y otra conformacion inactiva
DFG Src-like unida a MgATP; en esta Gltima conformacion inactiva la hélice-aC estd en
conformacion hacia adentro (Figura 11). En las conformaciones activa e inactiva las
orientaciones del motivo DFG difieren considerablemente. En la conformacion DFG-in el loop
de activacion adquiere una forma extendida sirviendo de plataforma para el adecuado acceso del
péptido sustrato y/o del complejo cosustrato MgATP. Un residuo de tirosina en el loop de
activacion al ser fosforilado (Y 393<P) estabiliza esta conformacion DFG-in por interacciones con
el residuo R386 de la misma asa, manteniendo a la proteina cataliticamente activa (Figura 13).4%
En esta conformacion, el residuo D381 del motivo DFG es posicionado de tal forma que puede
coordinar correctamente el ion Mg(ll) del MgATP, el cual al acoplarse provoca una pequefia
rotacion de los residuos D381 y N368 volteando hacia el ion Mg(1l) y coordinandolo adquiriendo
ahora la conformacion Src-like (Figura 14). Ademas de los residuos D381 y N368, el metal
también es coordinado por los grupos fosfatos del nucleétido y dQs moléculas de agua.

Figura 13. Dominio cinasa de ABL /
con el loop de activacion en g
conformacion DFG-in o activo
(PDB 2GQG, Tokaski et al.).3! Esta
conformacion se estabiliza por la
interaccion entre el residuo Y393
con el residuo R386 dentro del
mismo loop (verde). Elaborada con
el software PyMOL.

oop de
activacion
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Figura 14. A) Sobreexposicion de los PDB 2GQG (Tokaski et al.)®* (DFG-in) y 2G1T (Levinson et al.)?® (Src-
like) donde se ven las diferentes conformaciones del loop de activacién y del motivo DFG. B) Residuos que
participan en la interaccién del ion Mg(ll) del complejo ABL-MgATP. El residuo D381 del motivo DFG-in
esta orientado permitiendo la correcta coordinacién del Mg(Il) dando una conformacion DFG Src-like. Los
residuos D381 y N368, en la coordinacién del ion Mg(Il) también participan dos moléculas de agua (esferas
rojas) y los fosfatos-o y -B del nucleodtido. El residuo K271 altamente conservado es esencial para la
coordinacion del fosfato-a. del MgATP. Elaborado y modificado con el software PyMOL a partir del PDB
2G1T,% los atomos de la cadena lateral del derivado de ATP no se muestran, un azufre del fosfato-y fue
cambiado por un oxigeno en la figura.

En la conformacion DFG-out, el asa gira aproximadamente 180° con respecto a la
conformacion DFG-in y se encuentra compacto y plegado hacia el sitio activo, mimetizando al
péptido sustrato y bloqueando el sitio catalitico y la actividad cinasa. En esta conformacion, el
residuo F382 se posiciona espacialmente en el lugar del residuo D381 de la conformacion DFG-
in evitando la coordinacion del Mg(ll), lo cual es crucial para la actividad catalitica. La
conformacion DFG-out es estabilizada por una tirosina Y393 que interacciona con un residuo
D363 de la diada catalitica del subdominio C (Figura 15A). La inactivacion de la enzima en esta
conformacidn se debe a que el loop mimetiza al péptido sustrato, incluso parece ser que la tirosina
Y393 simula a la tirosina fosforilable del péptido sustrato (Figura 15B).%?° Dependiendo del
estado conformacional de los distintos elementos de regulacion, las conformaciones DFG-in y
DFG-out pueden encontrarse en equilibrio, interconvirtiéndose dinamicamente (DFG-in ==

DFG-out). A este cambio conformacional se le denomina DFG flip (Figura 16).20%
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Figura 15. A) Dominio cinasa con el loop de activacion en conformacion DFG-out o inactivo (PDB 1IEP).
Esta conformacidn se estabiliza por la interaccion entre el residuo Y393 del asa (rojo) con el residuo D363
dentro del subdominio C (azul marino). B) La tirosina Y393 mimetiza el péptido sustrato. Los residuos en
purpura se encuentran en una conformacion DFG-out, mientras que los residuos en verde se encuentran en una
conformacion DFG-in al unir MgATP. Se puede apreciar como los residuos de la diada catalitica D363 y N368
se desplazan al unir MgATP. Elaborado a partir de los PDB 11EP y 2G1T (Nagar et al.?” y Levinson?®).

Figura 16. Conformaciones del
loop de activacion de las
formas activa e inactiva (DFG-
in y DFG-out) de Abl. En el
inserto se muestra el equilibrio
DFG-in < DFG-out (DFG
flip). Los residuos se muestran
con el cddigo de colores D-
morado, F-amarillo y G-azul
claro. Elaborado a partir de la
sobreposicion de los PDB 11EP
y 2GQG (Nagar et al.?” vy
Tokaski et al.3%).
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1.5 Bases estructurales de la union de imatinib y dasatinib al dominio TK-ABL
La estrategia farmacoldgica actual consiste en inhibir el sitio de union a ATP de forma

competitiva con ligandos obtenidos por sintesis quimica. El imatinib (Gleevec, Novartis),
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, USA) para el tratamiento de la LMC en
2001, es la primera molécula obtenida capaz de inhibir a la proteina BCR-ABL de forma
clinicamente eficaz y selectiva. El dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers Squibb), aprobado por la
FDA en 2006, es un farmaco de segunda generacion siendo, 300 veces mas potente que el

imatinib y efectivo contra algunas mutaciones resistentes a imatinib, sobre todo del p-loop.?83132

El imatinib y el dasatinib se acoplan atravesando la interfase entre los subdominios N y
C del dominio cinasa, uniendose a las conformaciones DFG-out y DFG-in, respectivamente. A
pesar de su semejanza estructural, ambos inhibidores se unen de forma distinta al sitio catalitico,
acopléandose de forma contraria a partir del anillo piperazina. El anillo N-metilpiperazina del
imatinib se encuentra orientado mirando hacia la hélice-aC (Figura 18A), mientras que el anillo
N-hidroxietilpiperazina del dasatinib se encuentra mirando hacia el lado opuesto de esta hélice-
oC (Figura 18B). El anillo amino tiazol del dasatinib y los anillos piridina y pirimidina del
imatinib se unen cerca del segmento conector de ambos subdominios, en donde se une

normalmente la adenina del nucleétido.

Figura 18. A) Unidn de imatinib con el domino TK de ABL en conformacién DFG-out. Elaborado en base al
PDB 1IEP (Nagar et al 2002).2” B) Unidn de dasatinib con el domino TK de ABL en conformacién DFG-in.
Elaborado con el software PyMOL en base al PDB 2GQG (Tokaski et al.).3
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En resumen, en la unidn del imatinib participan 22 interacciones que estabilizan el
complejo ABL-imatinib con un total de seis puentes de hidrégeno (Figura 19A), mientras que
en la union del dasatinib participan 16 interacciones que estabilizan el complejo ABL-dasatinib
con tres puentes de hidrogeno (Figura 19B). El dasatinib es resistente a mutaciones puntuales
del P-loop ya que no forma ninguna interaccién con este. A pesar del desarrollo de nuevos
inhibidores basados en la relacion estructural ABL-inhibidor, ninguno de ellos es capaz de inhibir
eficazmente a la mutante T315I, con excepcion del ponatinib. En esta mutacion la sola sustitucion
de un residuo de treonina ubicada en el subdominio N por un residuo de isoleucina ocasiona la
pérdida de un puente de hidrégeno esencial para la unién del imatinib y el dasatinib; ademas, esta
sustitucion crea un impedimento estérico para el acoplamiento correcto de los inhibidores

(Figura 20).%233343

Imatinib

Figura 19. A) Red de interacciones
que participan en la unién y
estabilizacion del complejo ABL-
imatinib (PDB 1IEP, Nagar et al.).?”
Residuos que interaccionan por:
puentes de hidrogeno (amarillo),
Van der  Walls (purpura),
interacciones intraproteicas
(anaranjado).

B) Red de interacciones que
participan en la uni6n vy
estabilizacion del complejo Abl-
dasatinib (PDB 2GQG, Tokaski et B
al.).?” Residuos que interaccionan
por: puentes de hidrogeno (purpura),
Van der Walls  (amarillo),
interacciones heteroatémicas (azul).

Dasatinib

Figuras elaboradas con el software
PyMOL.
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Ponatinib

Dasatinip  /matinib

Figura 20. Efecto de la mutante T315I en la resistencia al imatinib y dasatinib, e inhibicién de la mutante por
Ponatinib. El residuo 1315 de la mutante forma un impedimento estérico con el nitrégeno del grupo amida del
imatinib (verde) y amina del dasatinib (rojo). El Ponatinib (azul) no tiene impedimento estérico debido a su
linker etinilo entre los anillos fusionados piridazina-imidazol con el anillo bencénico. Elaborada con el software
PYMOL en base a las estructuras cristalograficas PDB 1IEP (imatinib),%” PDB 2GQG (dasatinib),3* PDB 30Y3
(Proteina mutante)®® y PDB 30XZ (Ponatinib).®

Existe una gran cantidad de informacion estructural recabada hasta la fecha sobre ABL y
sus inhibidores. Estas estructuras cristalograficas (mas de 30) han constituido la plataforma sobre
la cual se han desarrollado nuevos farmacos inhibidores, constituyendo un disefio guiado
estructuralmente de los farmacos.?2% A la fecha, el proceso de unién a nivel energético de la
cinasa ABL no ha sido descrito para ningun farmaco inhibidor, inclusive ni a nucleotidos de
adenina (MgADP y MgATP), lo que nos deja sin comprender una parte fundamental del sistema
ABL-farmaco/nucleétido. Es claro que la correlacion de la informacién estructural combinada
con la informacion de la energética involucrada en el proceso de unién nos permitira conocer a
detalle las bases moleculares de las interacciones involucradas en este sistema. En nuestro grupo
de trabajo proponemos que la correlacion de parametros estructurales y termodinamicos,
acoplada al uso de herramientas de dindmica molecular, nos permitiria llegar a un disefio
energético-estructural de nuevos farmacos cada vez mas eficaces y selectivos. Esto es
particularmente importante, ya que existen mas de 25 tirosina cinasas involucradas en el

desarrollo de méas de 35 tipos de cancer tanto hematolégicos como sélidos.%13:37:38.39

28



1.6 Termodinamica de la interaccién proteina-ligando
Todos los procesos biolégicos son finamente regulados por eventos de asociacion

molecular no covalente. Procesos como la replicacion de DNA, la comunicacion celular, la
sinapsis neuronal, la accion de las hormonas, el ingreso y degradacion de fuentes de energia son
solo algunos ejemplos en los cuales las interacciones proteicas tienen un papel protagdnico. El
conocer a detalle la forma en que interaccionan las proteinas con sus ligandos tanto cualitativa
como cuantitativamente, constituye una herramienta clave para la comprension de las bases
moleculares de los procesos celulares fundamentales, del funcionamiento proteico, de las
enfermedades y del mecanismo de accion de farmacos. En este sentido, la Biologia estructural
mediante cristalografia de rayos X ha jugado un papel fundamental en revelar la forma en que
interactian las moléculas con detalle atémico, mediante la alta resolucion de estructuras
tridimensionales de un gran nimero de proteinas y sus complejos. Sin embargo, informacion
incompleta se puede recabar sobre los cambios conformacionales que tienen lugar en las

proteinas al unir sus ligandos a partir de estructuras estaticas.*%*!

Candnicamente, existen dos factores que gobiernan una interaccion biomolecular, el
factor estructural que depende de la complementariedad de la proteina con su ligando y el factor
energetico asociado a como las fuerzas moleculares se combinan para hacer de la interaccion
proteica un proceso espontaneo, es decir la termodinamica del proceso de asociacion. El objetivo
de conocer la termodinamica de un proceso de asociacion no esta solo enfocado a incrementar el
conocimiento sobre los factores subyacentes que contribuyen a la relacion estructura-estabilidad-
funcidn proteica, triada central en la I6gica molecular de la vida, a su vez permite la construccion
de un marco lo suficientemente cuantitativo que conlleva al desarrollo de modelos energético-
estructurales utiles en el disefio racional de farmacos e ingenieria de proteinas.*243444% El marco
cuantitativo que permite develar las bases energéticas de un proceso de asociacion biomolecular
puede ser descrito en términos de los pardmetros termodinamicos a través de determinar los
cambios de energia libre AG,, de entalpia AH,, de entropia AS: y de la capacidad calorifica
ACpa.*®

La formacion de un complejo Proteina-Ligando se puede expresar de la forma mas simple
por la relacion [P] + [L] <> [PL], donde [P] y [L] son las concentraciones de las especies
reactantes de proteina y ligando libres, respectivamente, y [PL] es la concentracion del complejo

formado en condiciones de equilibrio. Bajo estas condiciones, la distribucion del complejo y de
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las moléculas libres se definida por la constante de asociacion de equilibrio Ka 0 su expresion

reciproca en términos de disociacion Kag:

k=P _ 1 Ec.1
* T IPIL] ~ Kq “
[Py 1

K=" T, Fe.2

A su vez, la estabilidad de un complejo proteico esta dada por la diferencia en la energia
libre de Gibbs (AG,) de las moléculas interactuantes y del complejo formado, por lo que la Ka/Kg
depende directamente de esta funcion de estado mediante la relacion:*+4

AG, = —RTInK, = RTInK, Ec.3

donde R es la constante de los gases (R=1.98 cal mol* K1) y T es la temperatura absoluta en

grados Kelvin.

El valor de AG, dicta la condicion de equilibrio y determina la espontaneidad del proceso
de uniodn, aportando informacion sobre como las fuerzas moleculares se combinan para hacer de
la asociacion un proceso favorable. En un proceso de asociacion que se lleva a cabo a T constante,

el AG, puede ser disecado en sus componentes termodinamicos AHa y AS, mediante la relacion:*®
AG, = AH, — TAS, Ec.4

En un proceso de asociacion molecular en medio acuoso, el AHa se puede disectar en dos

componentes, uno intrinseco (AHinr) y otro de solvataciéon (AHson):
AH, = AH;,.r + AHg,p,, Ec.5

El primero de ellos, =AHinr es relativo a la creacion de nuevas interacciones
electrostaticas y contactos de Van der Waals entre P y L debido a su afinidad quimica, por lo que
resulta un componente favorable en la formacion del complejo proteico. El segundo componente
(AHsol) es relativo a la desolvatacion de grupos polares y no polares del sitio de unién debido a
la interaccion P-L, en el que se pierden interacciones electrostaticas establecidas entre moléculas
del solvente y los reactantes, al tiempo que se ganan interacciones agua-agua entre las moléculas
desplazadas de la esfera de solvatacion y el bulto de disolvente. El costo energético de remover

estas moléculas del solvente resulta en un componente desfavorable, en tanto que la reintegracion
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de las moléculas de agua al bulto de disolvente puede resultar favorable o no, dependiendo de la
afinidad de los sitios solvatados por el agua, respecto a la afinidad del agua por otras aguas. Para
un proceso de asociacion exotérmico, el AHa es negativo e implica la formacion de interacciones
no covalentes energéticamente favorables entre la proteina y el ligando. En cambio, para un
proceso endotérmico, el AH, es positivo debido a que domina la eliminacidn de interacciones no

covalentes entre los solutos y el solvente.*°

La entropia esta relacionada con la pérdida o ganancia de grados de libertad. Los grados
de libertad son el nimero total de estados accesibles necesarios para describir un sistema
termodinamico. Las principales contribuciones al AS, son la entropia de solvatacion (ASson), la

entropia conformacional (ASconf) Y la entropia roto-traslacional (ASyx):
AS, = ASgopy + AScons + AS, ¢ Ec.6

El ASsoiv €s favorable para la asociacion, y se origina de la liberacion de las moléculas de
agua al existir una desolvatacion parcial o completa de la interfase de union de la proteina y el
ligando. Este efecto es el componente predominante en la asociacion de grupos hidrofébicos. El
AScont Casi siempre es desfavorable, ya que el proceso de unién por lo general involucra el
congelamiento de enlaces rotables covalentes sencillos en la proteina y el ligando. E1 ASy esta
asociado a la reduccion del numero de particulas en el medio debido a la asociacion P-L, por lo
que es una contribucion siempre desfavorable y de la misma magnitud independientemente del
tipo de complejo formado. Para un proceso de asociacién bimolecular, diversos estudios tanto
empiricos como tedricos han calculado el valor ASy entre -4 y -10 cal mol™ K. De acuerdo con
otros autores, un valor de -8 cal/mol K es aceptable para interacciones proteicas.*

La asociacién entre dos moléculas puede ser favorecida por contribuciones negativas de
AH (entélpicamente dirigida) y/o positivas de AS (entropicamente dirigida). Cuando los dos
términos son favorables, pero uno de ellos es mucho mas favorable que el otro, se dice que el
parametro que dirige la reaccion es el que posee el valor mas alto. Cuando los dos términos son
favorables y de valores similares se dice que la asociacion es tanto entalpica como

entropicamente dirigida.*

Los cambios conformacionales acoplados a la interaccion proteina-ligando constituyen
las bases estructurales y energéticas fundamentales de la cooperatividad, alosterismo y en general

de la regulacion de las proteinas. En este sentido, el cambio en la capacidad calorifica (ACp)
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juega un papel primordial en la determinacién de la energética asociada al plegamiento proteico
y al reconocimiento molecular o interaccion proteina-ligando (ACpa), ya que es un sensor de los
rearreglos del solvente inducidos por cambios en la exposicion de solutos como producto de la
interaccion; en otras palabras, indica los cambios conformacionales que tienen lugar en la

proteina tras la union del ligando.

El AHa y el AS; se relacionan con el ACpa. de forma dependiente de la temperatura

mediante: %6

AHT = AHD® + ACp,(T — Tp) Ec.7

T T r
AS, = AS,° + ACp, lnT— Ec.8
0

Donde AHT y AST son los cambios de entalpia y entropia de asociacion a una determinada
temperatura, respectivamente, AHaT" y ASaT" son los cambios de entalpia y entropia de asociacion
a una temperatura de referencia T,,, respectivamente. Debido a que el AH, es una funcién lineal
simple con respecto a la T, la dependencia térmica del AHa nos proporciona directamente el valor

de ACpa, que corresponde al valor de la pendiente en una regresion lineal.*

En el caso de la exposicion de un residuo hidrofébico, se da la formacion de capas de
solvatacién en donde las interacciones agua-agua son capaces de absorber mayor cantidad de
energia térmica, provocando por lo tanto un cambio positivo en el ACpa. En cambio, la exposicién
de grupos polares da lugar a un ACpa negativo, debido a que los puentes de hidrdgeno que
estabilizan la estructura del agua son tan energéticos que no pueden absorber la energia térmica,

y la T aumenta mas facilmente.*’

En interacciones P-L, el ACpa conecta los parametros termodinamicos con informacion
estructural debido a que est asociado al cambio de areas superficiales accesibles al solvente
polares (AASAp) y no polares (AASAqp); en otras palabras, el ocultamiento o exposicion al

solvente de residuos no polares y polares.*

Diversos estudios sobre compuestos modelo y datos de proteinas han relacionado la
solvatacion de ASAn, y ASA, con el incremento y decremento del valor ACp,, respectivamente,

de acuerdo con la parametrizacion:>!
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ACp, = a AASA,, + B AASA, Ec.9

donde a y S son coeficientes de area para la solvatacion de grupos no polares y polares,
respectivamente. De acuerdo con Murphy y Freire,* la transferencia de areas no polares de un
estado expuesto al solvente a un estado no expuesto (&) ocasiona un decremento del ACpa de
0.45 cal (K mol A%, mientras que el ocultamiento de areas polares () genera un aumento de
ACpa de -0.26 cal (K mol A%)2,

1.7 Principios de ITC
La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC, del inglés Isothermal Titration

Calorimetry)® es una herramienta capaz de determinar en un solo experimento los valores de la

constante de union (Ka), de la estequiometria (n), del AGa, AHa, y ASa. El ACpa Se puede
determinar mediante la dependencia del AHa con respecto a la temperatura, ya sea realizando
mediciones independientes a diferentes temperaturas o en un solo experimento a través del

método de calorimetria de titulacion multitérmica.*’

El calorimetro de titulacion isotérmica estd compuesto de dos celdas idénticas rodeadas
por una cubierta adiabatica. Un sensor detecta la diferencia de temperatura entre las celdas y a su
vez entre las celdas y la cubierta. En el experimento, la muestra de proteina por lo general se
coloca en la celda de muestra y, la celda de referencia se llena con solucion amortiguadora o
agua. En una jeringa acoplada se coloca el ligando. Antes de comenzar la titulacion, una potencia
constante se aplica a la celda de referencia. Esta sefial activa el circuito de alimentacion eléctrica
localizado en la celda de muestra y representa la linea base. Experimentalmente, se observa
directamente el calor aplicado para mantener igual la temperatura de las dos celdas
(isotérmicamente) dependientes del tiempo. Durante la titulacion, después de cada adicion de
pequerias alicuotas de ligando, el calor absorbido o liberado en la celda de muestra se mide con
respecto a la celda de referencia. Para una reaccion exotérmica, la T de la celda de muestra se
incrementard, y la potencia de alimentacion sera desactivada para mantener la T entre las dos
celdas igual. Para una reaccion endotérmica, la T de la celda de muestra disminuye, por lo que el

instrumento incrementa el poder de alimentacion.*”4

Al inicio del experimento la celda de reaccidn se llena con un volumen efectivo (Vo) de

proteina (P) que se detecta calorimétricamente. En cada inyeccion de ligando (L) un volumen de
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liquido sale de la celda de referencia que es igual al volumen de la inyeccién (v) disminuyendo
ligeramente la concentracion de la proteina. Para el analisis de las isotermas hay que corregir el
total de las concentraciones, tanto de la proteina [P]: como del ligando [L]: después de cada
inyeccion (i). Esto se realiza mediante las ecuaciones 10 y 11 para la correccion del ligando y la

proteina.>*

[L.: = [L]o (1 ~(1- V1)> Ec.10

[Pl = [Plo <1 —£>i Ec.11

donde [P]o y [L]o son las concentraciones iniciales de la proteina y el ligando respectivamente.

Con cada inyeccidn se adiciona una concentracion de ligando [L]:, al total de volumen de
proteina en la celda [P]:; y, como resultado de la union, la concentracion del ligando libre [L] y
del complejo [PL]i cambian (ec. 12).

1+ Ko ([L]ei + [P1es) — J (1+ Ka([2]ei + [P]t,l-))z — 4K2[P]ei[L]es
[PL]; = T Ec.12

En la interaccion hay un intercambio de calor medido por el equipo como la energia

necesaria para mantener la temperatura constante en pcal/s. (i)

El calor molar medido (AH) en el volumen de la celda de reaccion (Vo) esta dado por la

formacion del complejo que ocurre tras cada inyeccion [PL];:

Al normalizarlo por la concentracion de ligando total contenido en la celda ([L]:i) v,
considerando la estequiometria de la reaccion (n) para una union molecular 1:1 obtenemos para

un modelo de un solo sitio de union:

.. Q; = AHVyn[P],; 6, Ec.14
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Donde para cada inyeccion, Qi es el calor diferencial normalizado debido a la reaccion
que se obtiene integrando el area bajo la curva de cada pico, y es proporcional a la fraccion de

ligando unido en cada inyeccion (), calculado mediante:>!

+ — — —_ —
n[P].;  nKy[Ple; n[P].; nKg[P]e; n[P];

@i = > Ec.15

N P J(_l PR ST

Sustituyendo ®; en el modelo:

- )
o, = MPleVol DMy 1 G+[Hu+ 1 )_4mm e 16
' 2 n[P]e;  nKg[Ple; n[Ple;  nKg[Ple; n[P]e;

A medida que la proteina se satura con el ligando, las magnitudes de los picos disminuyen
hasta que el tamafio del pico refleja el calor de solo la dilucion, dando como resultado una curva
sigmoidea para un modelo de un solo sitio de unién de acuerdo con Wiseman y col.>® De esta
curva, denominada isoterma de unidn, se extraen los pardmetros termodinamicos: constante de
asociacion K, el cambio en la entalpia de asociacion AH,, y la estequiometria n en un solo

experimento (Figura 21).474
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Figura 21. Experimento tipico de ITC. En la parte superior se muestran los datos crudos obtenidos mediante la
titulacién de una proteina [P] con un ligando [L]. Al normalizar estos datos en funcién de la concentracion de
los reactantes se obtiene una isoterma de union. El ajuste no lineal de un modelo de unién permite determinar
directamente el valor de AH, (relacionado con la altura de la isoterma), la estequiometria n (determinada por el
punto de inflexion de la curva), y la K, (dada por lo abrupto del cambio de pendiente instantanea de la curva).

El AGa se calcula a partir de la Ka segun la ecuacion 3 y el valor de AS, se calcula a partir
de la ecuacion 4. Adicionalmente, el analisis del AHay AS, a diferentes T nos permite calcular el
valor de AC, (ecuacion 17 y 18).4748

OAH,

ACPQH = a—T Ec.17
as — 7 985%
ACpaS =T =2 Ec.18
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La LMC es una enfermedad mieloproliferativa que afecta a mas de 3 millones de personas
en el mundo. La actividad desregulada de la proteina oncogénica BCR-ABL es el principal
desencadenante de la aparicion de esta enfermedad, por lo que el tratamiento farmacolégico
depende de la inhibicion de esta tirosina-cinasa. Hasta el momento, la estrategia farmacoldgica
principal para inhibir la actividad de BCR-ABL ha consistido en el desarrollo de farmacos que
se unen de manera competitiva al sitio activo de la enzima. Al inhibirse la actividad
transfosforilante de la cinasa, queda interrumpida la via de sefializacién rio abajo que origina la
enfermedad. EI fArmaco de primera linea para los pacientes con LMC es imatinib. EI desarrollo
de este inhibidor competitivo representa un parteaguas en la lucha contra el cancer, por ser el
primer farmaco dirigido a una proteina oncogénica. La terapia con imatinib ha logrado extender
la sobrevida hasta por 10 afios. No obstante, numerosas mutaciones puntuales generan resistencia
al imatinib en una parte significativa de pacientes con LMC, por lo que se sigue en la busqueda
de nuevos farmacos. El dasatinib se ha establecido como un tratamiento de segunda linea. Este
inhibidor competitivo presenta actividad sobre 14 de las 15 mutaciones que causan resistencia a
imatinib. Sin embargo, ~15% de pacientes desarrollan resistencia tanto a imatinib como a
dasatinib. Dado que ninguno de los farmacos para el tratamiento de la LMC logra erradicar en su
totalidad la enfermedad, sigue existiendo la necesidad de buscar alternativas que amplien las
opciones terapéuticas. En este estudio, nos proponemos entender el funcionamiento de ABL, con
el fin de sentar bases para la busqueda de nuevas estrategias para lograr una inhibicion mas
efectiva de la enzima. A pesar de la vasta informacién estructural existente, la energética de union
con los inhibidores aprobados para el tratamiento de la LMC no ha sido descrita. A su vez,
tampoco se conocen con detalle los cambios conformacionales que tienen lugar en ABL tras la
union de estos inhibidores. La posibilidad de establecer correlaciones entre propiedades
estructurales y energéticas, por un lado, permitird profundizar en el conocimiento de los
mecanismos de reconocimiento e inactivacion de los inhibidores usados contra BCR-ABL. Por
otro lado, con la determinacion del mecanismo energético que gobierna la formacion de los
complejos con imatinib o dasatinib, buscamos contribuir a la construccién de un marco

cuantitativo para el desarrollo de nuevos farmacos.
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3. HIPOTESIS

Imatinib y dasatinib tienen diferentes tipos de firmas termodinamicas de union al a
oncoproteina BCR-ABL.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

- Elucidar las bases energéticas del reconocimiento de inhibidores farmacologicos por

entre éstos y la tirosina cinasa ABL

4.2 Objetivos particulares
-Sobreexpresar en un sistema bacteriano y purificar a homogeneidad la construccion
fragmentaria de ABL recombinante TK-ABL (que contiene al dominio cinasa aislado).

-Mediante mediciones de perturbacién térmica seguidas por dicroismo circular,

caracterizar la estabilidad térmica y mecanismo de desplegamiento de TK-ABL.

- Caracterizar detalladamente los determinantes energéticos (AGa, ASa, AHay ACpa) de la
interaccion entre imatinib y dasatinib con el dominio cinasa de ABL mediante calorimetria de

titulacion isotérmica.

39



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Expresion de proteina y purificacion
Los plasmidos pET28a-TK-ABL y pCDFDuet-1-YopH que codifican para el dominio

cinasa de ABL (TK-ABL, residuos 229-512) y la fosfatasa YopH nativa, respectivamente, fueron
una donacion del Dr. John Kuriyan (Universidad de California, Berkeley). La sobre-expresion y
purificacion se realiz6 de acuerdo con Seelinger y col.® con modificaciones menores.
Sucintamente, la construccion TK-ABL se coexpreso con la fosfatasa YopH en células E. coli
BL21(DE3). Los indculos de células transformantes en medio de expresion LB suplementado
con kanamicina (50 pg/ml) y estreptomicina (50 ug/ml) se crecieron por una noche a 37 °C. Al
dia siguiente, los indculos se transfirieron a 1.5 L de medio para dejar con una ODego inicial de
0.1y se crecieron a 37 °C, hasta una ODesgo~1. A continuacion, las células se incubaron a 18 °C
durante 1 h y la expresion del gen de interés se indujo con 1mM de IPTG durante 18 h. Las
células se colectaron por centrifugacion a 5000 rpm/5 minutos y se almacenaron en pastillas de
10 g a -4 °C; o bien, se resuspendieron en un amortiguador de lisis que contenia 50 mM Tris pH
8.0, 150 mM de NaCl, 5 mM de MgCl», 5% de glicerol y 1 mM de PMSF, para proseguir con la

purificacion de la proteina.

Las células se lisaron por sonicacién con un equipo Sonicator 3000 (Misinix, Inc, USA). El
detrito celular se removi6 por centrifugacion a 14000 rpm/30 min y el sobrenadante se filtro por
una membrana de 0.45 um. El sobrenadante se suplementé con 30 mM de imidazol y se aplicé a
una columna de cromatografia de afinidad con niquel para HisTrap FF (GE Healthcare). La
elucién se realizé con un amortiguador que contiene 50 mM Tris pH 8.0, 150 mM de NaCl, 5
mM de MgCl,, 5% de glicerol y 500 mM de imidazol. Los eluatos se diluyeron con 2 partes del
mismo buffer sin NaCl para aplicarse a una columna de cromatografia de intercambio ani6nico
HiTrap Q FF (GE Healthcare), eluyendo con un amortiguador que contiene 50 mM Tris pH 8.0,
1 M de NaCl, 5 mM de MgCl, 5% de glicerol. Ambas proteinas recombinantes se obtuvieron en

cantidades de 10-20 mg por litro de cultivo.
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5.2 Espectrometria de masas
Los espectros de masas se obtuvieron mediante la técnica de MALDI-TOF (del inglés,

Matriz Assisted Laser Desortion/lonization-Time Of Fligth) en un espectrometro Microflex
Bruker Daltonics a cargo de la Q. Eréndira Garcia Rios del Instituto de Quimica, UNAM. La
muestra se preparo diluyendo 1:20 la proteina purificada (seccién 6.1) con agua desionizada y 1
uL se suspendidé en una matriz de una solucion saturada de acido sinapinico en 40 % (v/v) de
acetronitrilo acuoso, 0.1 % (v/v) de &cido trifluroacético. Las muestras se analizaron con el

software Flex analysis 3.0™ (Bruker).

5.3 Dicroismo circular (DC)
Los espectros de DC de TK-ABL se colectaron a 20 °C en la region lejana del UV con

un espectropolarimetro JASCO J-720 (Jasco Inc., Easton, MD) equipado con una celda de
calentamiento tipo Peltier PTC-348WI para el control de la temperatura. Las soluciones proteicas
con una concentracion de 0.08 mg/ml fueron cargadas en celdas de cuarzo de 0.2 cm de paso.
Cada espectro fue el promedio de tres escaneos repetitivos y corregidos por la sefial del
amortiguador. La elipticidad se reporta como elipticidad molar [q]mw. Las transiciones de
desnaturalizacion térmica se siguieron por monitoreo continuo de la sefial de elipticidad a 208
nm, usando una rapidez de calentamiento constante de 1 °C/min. La fraccion de proteina

desplegada respecto del total empleado en funcion de la temperatura (fu(T)) se calcularon con:

0(T) —0,(T)

85 (T) — 0 (T) Fe 19

fu(M) =
En donde 6(T), On(T) y Ou(T) son las elipticidades correspondientes al valor observado, asi como

las formas nativa y desplegada, respectivamente.

5.4 Calorimetria de titulacién isotérmica
Las mediciones calorimétricas de la construccion TK-ABL con los inhibidores se llevaron a cabo

en un equipo MicroCal™ iTCzo System (GE Healthcare, Northampton, MA, USA). Todos los
experimentos se realizaron con una solucién amortiguadora 50 mM Tris pH 8.0, 150 mM de
NaCl, 5 mM de MgCly, 0.125 mM de DTT y 5% de glicerol, en un intervalo de temperaturas de
15 a 35 °C para el complejo TK-ABL-imatinib, de 20 a 30 °C para TK-ABL-dasatinib. En estos
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intervalos de temperatura las mediciones fueron realizadas cada 2.5 °C. Las concentraciones
proteicas fueron de 5 a 15 uM y las concentraciones de imatinib y dasatinib fueron de 150 mM
y 80 uM, respectivamente. El esquema de titulacion consistié en 19 inyecciones consecutivas de
ligando con un intervalo de 100 s entre cada inyeccion con agitacion constante de 750 rpm. El
calor de dilucion del ligando fue obtenido por adicion del farmaco a la solucién amortiguadora
sin proteina bajo las mismas condiciones experimentales y esquema de inyeccion. Todas las

muestras se desgasificaron durante 10 min antes de cada experimento en un equipo Termovac.

Los parametros de interaccion de los inhibidores con la proteina se determinaron
mediante el ajuste no lineal utilizando un modelo de un solo sitio de uniéon normalizando los

datos mediante la ecuacion 16.
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6. RESULTADOS
6.1 Sobre-expresion y purificacion
La sobre-expresion de la construcciéon recombinante TK-ABL se realiz6 usando la cepa E. coli

BL21(DE3) cotransformada con el plasmido de interés mas otro que codifica para la fosfatasa
YopH, enzima que evita la toxicidad en las bacterias debido a la hiperfosforilacion ocasionada
por la sobreexpresion de ABL. Al cabo del tiempo de induccidn, las células se colectaron, y se
almacenaron a -4°C; o bien, se lisaron mediante sonicacion para su purificacion inmediata. La
purificacion se realizé mediante la aplicacion del extracto crudo a una columna de cromatografia
de afinidad a niquel que retuvo las proteinas de interés debido a la presencia de una etiqueta de
hexa-histidina (Figura 21). En esta primera cromatografia coeluyeron tanto la construccion de
ABL como la fosfatasa YopH, ya que esta Ultima se une inespecificamente a la resina de la
columna. Un segundo paso cromatogréfico de intercambio anionico permitio la obtencion de
ABL recombinante con un alto grado de pureza, considerada por el analisis del gel SDS-PAGE
y el espectro de masas MALDI-TOF que muestra un solo pico, correspondiente al ion molecular
m/z de 35.8 kDa para TK-ABL (peso esperado = 35.9 kDa).

A
Cromatografia de afinidad a niquel Cromatografia de intercambio anionico
M Cc NR LNR E M E NR LNR E

kD kD

75 76—
63— 63—
48— 48—
S 35
254 25—

Figura 21. Geles SDS-PAGE representativos obtenidos del proceso de purificacion de TK-ABL. M, marcador
de peso molecular; C, extracto crudo; NR, no retenido; LNR, lavado de no retenido; E, elucién.
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Figura 22. Espectro de masas MALDI-TOF de TK-ABL. Fuera del pico principal, no se observan picos con
amplitud significativa, lo que sugiere un alto grado de pureza de la proteina recombinante.

6.2 Dicroismo circular
Para verificar el plegamiento de la construccion TK-ABL, se realizaron mediciones

de dicroismo circular en la region del UV-lejano (195-250 nm). El espectro se obtuvo a 20
°C, mostrando un minimo negativo a 208 nm caracteristico de hélices a.. Ademas, el minimo
negativo a 222 nm no se define claramente, lo cual sugiere la presencia de hebras  (Figura 23).
Un espectro similar se ha observado para la lisozima de huevo de gallina,*’ la cual tiene una
estructura bilobular de tipo o/ de composicion. Por tanto, parece que el espectro de la proteina

recombinante es consistente con las estructuras cristalogréficas correspondientes.?’!
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Figura 23. Espectros de dicroismo circular de TK-ABL a 20 °C en una solucién amortiguadora de 20 mM de
TRIS pH 8.0.

Con la finalidad de establecer la ventana térmica experimental para realizar
determinaciones calorimétricas de union de farmacos, se realiz6 un barrido de temperatura
monitoreando el cambio de elipticidad molar a 208 nm (Figura 24). Ademas, el exhibir una
perturbacion térmica se puede tomar como un criterio del estado plegado de la proteina. Se
observo un perfil de desplegamiento aparentemente bifasico, el cual anteriormente se habia visto
en el grupo de trabajo, donde la primera transicion ocurre entre 40 y 60 °C, y la segunda transicion
entre 65y 80 °C (Figura 24). Para comprobar la reversibilidad del desplegamiento térmico, se
realizd el mismo experimento enfriando la muestra de 90 a 20 °C, mostrando un proceso
irreversible, ya que no se recuperaron las sefiales de elipticidad de la forma nativa (Anexo 2).
Con estos datos podemos utilizar una ventana experimental para los experimentos de titulacion
para temperaturas menores a 40 °C antes de que ocurra la primera transicion y la proteina

comience a desplegarse.
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Figura 24. Barrido de desplegamiento térmico de TK-ABL en el intervalo de temperatura de 20 a 90 °C en una
solucién amortiguadora de 20 mM de TRIS pH 8.0 monitoreados a 208 nm con una velocidad de barrido de 1
°C/min. El barrido térmico de TK-ABL muestra lo que parecen ser dos transiciones.

6.3 Calorimetria de titulacion isotérmica

6.3.1 Energética de union de TK-ABL a imatinib y dasatinib
Las mediciones calorimétricas de la asociacion de TK-ABL a imatinib y dasatinib, se

realizaron en funcion de la temperatura. En todo el intervalo de temperatura, la asociacion de
TK-ABL a los inhibidores fue un proceso exotérmico (AH < 0). Se empleé un modelo de un solo
sitio de union para ajustar las curvas calorimétricas (Anexo 3). La Figura 25 muestra ejemplos
de isotermas de unién de la interaccion de TK-ABL con imatinib y dasatinib obtenidas a 30 °C.
La Tabla 2 muestra los parametros termodinamicos para la formacion de los complejos TK-

ABL-imatinib y TK-ABL- dasatinib obtenidos del andlisis de las isotermas de titulacion.
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Figura 25. Isotermas de union de los complejos TK-ABL con imatinib (simbolos azules) y dasatinib (simbolos
verdes) obtenidos a 30 °C mediante ITC, en un amortiguador de 50 mM Tris pH 8.0, 150 mM de NaCl, 5 mM
de MgCly, 0.125 mM de DTT y 5% de glicerol. Un modelo de un solo sitio de unién fue usado para ajustar los
datos (lineas rojas).

La formacion del complejo TK-ABL-imatinib mostré constantes de afinidad del orden
de59a11 uM™ (Kq = 16 a 86 nM), disminuyendo conforme se incrementd la temperatura. Estos
valores son consistentes con valores reportados en la literatura mediante ITC a 25 °C (Kq = 37-
57,1° 80,2 50* nM). El AH, se increment6 negativamente al aumentar la temperatura (AHa = -
7.3 kcal/mol a 15 °C, -16.7 kcal/mol a 35 °C), mientras que el componente entrépico favorable
a 15 °C (-TASa = -2.9 kcal/mol) paso a ser desfavorable a mayores temperaturas (-TAS. = 6.8

kcal/mol a 35 °C).

En la formacion del complejo TK-ABL-con dasatinib, los valores de K, disminuyeron en
promedio alrededor de 8 veces con respecto a -imatinib. A la fecha, no existen reportes en la
literatura sobre la formacion de este complejo. A 20 °C, la afinidad de TK-ABL por dasatinib

esta dirigida tanto por el componente entalpico como por el entropico (AHa = -4.1+0.1 kcal/mol,
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-TASa = -4.9 kcal/mol). Al igual que en la union con imatinib, la entropia de unién se volvio

desfavorable conforme se increment la temperatura.

Tabla 2. Pardmetros termodindmicos de la asociacion de TK-ABL a imatinib y dasatinib obtenidos
mediante ITC a diferentes temperaturas

ACpaAH AC paAS

Ligando n (‘I:) (u};/?'l) (nKI\(;I) (kcﬁlll_:;ol) (kgﬁr?]aol) (kcaAl?r:ﬁol) (ca:é')“o' (Ca:é’)“o'
imatinib  0.6£0.0 15 59.4+8 16+2 -7.30.1 -2.9 -10.2 -109 -171
0.6£0.0 175 45.2+6 22+3 -7.7£0.1 -2.4 -10.1 -202 -254
0.7£0.0 20 36.0£1.3 271 -8.0£0.2 2.1 -10.1 -296 -336
0.6£0.0 22,5 23.0£3.7 437 -9.1+0.1 -0.8 -9.9 -389 -417
0.7£0.0 25 19.0+4.0 52+11 -10.2+0.1 0.3 -9.9 -482 -498
0.9£0.0 27.5 15.2£2.0 66x8 -11.60.1 1.8 -9.8 -575 -578
0.8£0.0 30 13.7x2.3 73t12 -13.0+0.1 3.2 -9.8 -669 -658
0.8+0.0 325 12.4+1.8 80£11 -15.1+0.1 5.2 -9.9 -762 -736
0.8£0.0 35 115+1.7 87£12 -16.7+0.1 6.8 -9.9 -855 -814
dasatinib 0.7£0.0 20 5.6x0.9 178+28 -4.1+0.0 -4.9 -9.0
0.8+0.0 225 5.1+0.6 196+23 -6.3+0.1 -2.7 -9.0
0.8£0.0 25 2.3£0.1  423+18 -7.7£0.1 -1.0 -8.7
0.6+£0.0 275 1.9+0.1 529+28 -9.5+0.3 0.9 -8.6 -770+23 -800+17
0.5£0.0 30 1.6£0.1 606x37 -11.5%0.2 2.9 -8.6
0.8+0.0 325 1.4+0.2 714+£102 -14.1+04 55 -8.6
1.0£0.0 35 1.1+£0.2 909+165 -15.6%0.6 7.1 -8.5

El cambio entalpico en la formacién del complejo de TK-ABL con-imatinib fue mayor
con respecto a TK-ABL con dasatinib, lo que indica la participacion de un mayor nimero de
interacciones electrostaticas en la union de imatinib. Esto es consistente con el nimero de
interacciones observadas en estructuras cristalograficas de complejos con imatinib (6 puentes de

hidrogeno) y dasatinib (3 puentes de hidrégeno).

Mediante la dependencia térmica del AH, se determinaron los valores de ACpa". Como
se muestra en la Tabla 2, la dependencia del AHa con la temperatura para la unién de TK-ABL

con imatinib mostré un comportamiento no lineal. Con el fin de corroborar dicha tendencia, se
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realizaron mediciones a temperaturas adicionales, observandose consistencia en las mediciones.
Los datos se ajustaron satisfactoriamente mediante una funcién polinomial de segundo orden
(Figura 26), obteniéndose un valor de ACpa" de -109 cal/molK a 15 °C y de -855 cal/molK a 35
°C. En contraste, para la asociacion de TK-ABL con dasatinib, los datos ajustaron a una funcion

lineal, obteniéndose un valor de ACpr =-770+23 cal mol”! K™' (Figura 26). Valores similares

se obtuvieron mediante la dependencia térmica del AS (Tabla 2).
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Figura 26. Cambios de entalpia (A) y entropia (B) en funcion de la temperatura para la interaccion de TK-ABL
con imatinib (azul) y dasatinib (verde).

El ACpa es un indicador poderoso de los cambios estructurales que sufre la proteina como
resultado de una interaccion molecular, de forma que valores negativos de ACpa indican un
ocultamiento de ASAn, que es caracteristico de las interacciones proteina-ligando y el
plegamiento proteico.

Un andlisis detallado de las contribuciones al ACpa global se obtiene disectandolo en sus

componentes ACp"? y ACp®™

ACp, = ACp°"f + ACp™8 Ec.20

donde el ACp"? esté relacionado con cambios de ASA debido al ocultamiento en la interfase de
interaccion debido solo a la ocupacion del ligando (es decir, la union tipo cuerpo rigido con el
sitio de la proteina preformado), y el ACp® relativo al cambio conformacional neto que sufre la

proteina tras la union de ligando.
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El céalculo del ACp™ se puede obtener directamente a partir de los valores de AASA, y
AASA:, de un complejo proteico determinado mediante la parametrizacion de Murphy y Freire
(ec.9).”® Con la finalidad de obtener los valores de ACp"?, se usaron modelos de area superficial
para determinar los valores de AASA, y AASAn, de los complejos TK-ABL-inhibidor a partir
de las estructuras cristalograficas PDB 2HYY y PDB 2GQG para los complejos con imatinib y
dasatinib, respectivamente, mediante el software NACCESS.®

Los valores de ACp" fueron -388 cal mol K™ para el complejo TK-ABL-imatinib y -266 cal
mol? K para TK-ABL-dasatinib. Estos valores de ACp"? corresponden a un 45y 34 % del ACpa
a 35 °C para imatinib y dasatinib, respectivamente. Utilizando estos valores, los ACp®" se
calcularon mediante la ecuacion 20. Estos ultimos valores se utilizaron para determinar los
cambios del éarea superficial accesible al solvente, correspondiente al cambio conformacional

neto (AASAS°™), mediante la ecuacion:
ACP®°™ = a f,, AASAF™ + B f,, AASAE™ Ec.21

donde fnp (0.677) y f, (0.323) son las fracciones correspondientes al area no polar y polar en la
interfase de asociacion en la interaccion proteica en cualquier complejo(por que no usar las de
ABL??).%

Finalmente, los valores de AASAS™ se transformaron a nimero de residuos que se ocultan

tras la union de ligando, asumiendo un &rea promedio de 47 A2 por residuo:®°

AASA

47 A2

Numero de residuos =

Los valores obtenidos del analisis del ACpa anteriormente descrito se muestran en la Tabla
3. Enel intervalo de 15 a 20 °C, la union de imatinib implica exposicion neta de ASA. A 22.5 °C
la unién de imatinib parece ser de tipo cuerpo rigido, ya que los valores de ACpa y ACp®™"f son
practicamente idénticos. Conforme se incrementa la temperatura de 25 a 35 °C, el ACp®™" se
vuelve negativo, correspondiendo a un ocultamiento de AASAS™ de 426-2116 A2 lo que
corresponde a 9-45 residuos. Para TK-ABL-dasatinib, el AASAS™ fue de -2284 AZ, lo que

corresponde al ocultamiento de 49 residuos. Por tanto, AASAS®™ en la interaccion de TK-ABL

con dasatinib es ligeramente mayor al ocultamiento inducido por imatinib a 35 °C.
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Tabla 3. Cambios de capacidad calorifica y area superficial accesible al solvente de la unién de ABL a
imatinib y dasatinib.

Proteina  Ligando (°-£?) (ca?/C rp::ng) (caIA/Crﬁ;i’ K) (ca?/C rFr):;TK) A(%\%A Residuos
imatinib 15 -109 -388 279 1264 27"
17.5 -202 -388 186 842 18"
20 -296 -388 92 419 9"
22.5 -389 -388 -1 -4
25 -482 -388 -94 -426
TK-ABL 27.5 -575 -388 -187 -849 18
30 -669 -388 -281 -1271 27
325 -762 -388 -374 -1694 36
35 -855 -388 -467 -2116 45
dasatinib  20-30 -770 -266 -504 -2284 49

“Estos valores se refieren a exposicion neta de residuos.

A temperaturas de 25 °C o mayores, el -TAS, observado para la formacion de los dos
complejos de TK-ABL resulto desfavorable. Esto sugiere que de forma general se esta
produciendo una pérdida de movilidad del domino cinasa tras la union de los inhibidores. Con la
finalidad de determinar los residuos que se rigidizan, se determinaron las contribuciones al AS,

de acuerdo con la ecuacion 6.

El ASsowv €s debido al ocultamiento de ASAn,, con la consecuente liberacion de moléculas
de agua. De tal forma que podemos aproximarnos a este término a cualquier temperatura de

acuerdo con Baldwin:

T
ASgo = ACP, (T) Ec.23
S

en donde Ts es la temperatura a la cual la contribucion del solvente al cambio de entropia es igual
acero (112 °C).% El término ASy contribuye con aproximadamente -8 cal mol™ K™ para eventos
de asociacion de complejos binarios.*® Finalmente, el componente AScont l0 calculamos de forma

sencilla a partir de su despeje de la ecuacion 6.

El AScont Se origina a partir de la pérdida de grados de libertad conformacional de los

residuos del dominio, seguramente con una participacion significativa de aquellos localizados en
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el area de union al farmaco. Asumiendo una contribucion de -4.3 cal mol™ K™ por residuo, se

calculd el nimero de residuos (Xres) que pierden grados de libertad en la interaccion mediante

(Tabla 4): 2
ASconf
Xres = Ec.24
' —4.3 calmol~1 K1 ¢
Tabla 4. Deconvolucion de los cambios de entropia para la interaccion de TK-ABL con imatinib y
dasatinib.
. . T ASa ASconf ASsolv ASrt
Proteina  Ligando oy aimoli k)  (cal molKY)  (cal molKY)  (cal moliKl
imatinib 15 10 -14 32 -8.0 3
17.5 8 -41 57 -8.0 9
20 7 -66 81 -8.0 15
22.5 3 -92 103 -8.0 21
25 -1 -116 123 -8.0 27
TK-ABL 27.5 -6 -140 142 -8.0 33
30 -11 -163 160 -8.0 38
32.5 -17 -185 176 -8.0 43
35 -22 -205 191 -8.0 48
dasatinib 35 -23 -187 172 -8.0 43

La contribucion méas importante a un AS, favorable esta dada por el ASsow, €l cual depende

del ACpay la temperatura (Ec. 22). Como se muestra en la Tabla 3, al obtener un valor de ACpa

con notoria dependencia térmica para la formacion del complejo TK-ABL-imatinib, se

obtuvieron valores de ASconf @ cada temperatura. A diferencia de la formacion del complejo TK-

ABL-dasatinib, para el que solo obtenemos un valor de ACpa,, en este caso, el cambio de ASsow

con la temperatura es despreciable, de tal modo que los valores de AScont SON similares a las

diferentes temperaturas. Para la asociacion de TK-ABL-imatinib, se obtuvieron de 3 a 48 residuos

con reduccion de la movilidad a 15 y 35 °C, respectivamente, mientras que para TK-

ABL-dasatinib se obtuvieron 43 residuos a lo largo del intervalo de temperatura probando.
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7. DISCUSION

Las tirosina-cinasas estan involucradas en la regulacion de procesos celulares tales como
reparacion del DNA, adhesion celular, dinAmica del citoesqueleto, crecimiento y supervivencia.
Mutaciones que afecten la regulacion de su actividad pueden derivar en la progresion de distintos
tipos de cancer. En el caso de la LMC, la traslocacién cromosdmica que da origen a la proteina
BCR-ABL es la causa molecular del 90 % de pacientes que sufren esta enfermedad. Debido a la
fusion con BCR, la cinasa ABL, que de forma nativa se encuentra regulada, pierde su modulacion
intrinseca, encontrandose constitutivamente activa. El imatinib es el primer farmaco
anticancerigeno blanco dirigido cuya accion es inactivar cataliticamente al dominio cinasa de
ABL, estableciéndose como terapia de primera linea para el tratamiento de la LMC. Este farmaco
inicialmente disefiado para la inhibicion de la cinasa PKC se descubrid a partir de estudios de
estructura-actividad dirigidos a la inhibicion de ABL.?® Sin embargo, un nimero importante de
pacientes presentan farmaco-resistencia hacia el imatinib, por lo que se han desarrollado nuevos
inhibidores de ABL contra fenotipos resistentes a imatinib. Los inhibidores de segunda
generacion se han optimizados a partir de datos estructurales de complejos ABL-inhibidor,
obtenidos mediante cristalografia de rayos X, con el objetivo de incrementar la eficacia y abatir
la farmaco-resistencia. El dasatinib es un farmaco de segunda generacién activo contra algunas
mutantes de ABL que son resistentes a imatinib. No obstante, hasta el momento sigue habiendo
un ndmero importante de pacientes con LMC que presentan resistencia farmacoldgica
principalmente dada por mutaciones puntuales del domino cinasa. Ademas, los tratamientos son
extremadamente caros y se acompafian frecuentemente de severos efectos secundarios, por lo
que se sigue en la busqueda de nuevas estrategias farmacologicas para inhibir la activad de ABL

oncogeénica.

El dominio cinasa aislado de ABL es el modelo sobre el cual se han realizado la mayoria
de las investigaciones de tipo bésico, enfocadas al desarrollo de inhibidores farmacoldgicos.
Segun Freire,® para lograr la maxima potencia de un farmaco ambos componentes del AG de
interaccion (entropia y entalpia) deben estar optimizados simultdneamente. En este sentido,
resulta de interés determinar las firmas termodinamicas de interaccion de ABL con sus
inhibidores farmacoldgicos, dado que de esta manera se pueden tener nuevos indicios para
optimizar la potencia inhibitoria. Ademas, las interacciones proteina-farmaco son fenémenos

dindmicos que generalmente involucran cambios conformacionales que no siempre se pueden
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elucidar mediante estudios cristalogréaficos, pero que parametros como el ACp como sensores
sensibles en eventos de interaccion molecular resultan més informativos. Ciertamente, ABL tiene
una alta flexibilidad conformacional. Por ejemplo, el loop de activacion puede oscilar en al menos
dos conformaciones bien definidas, DFG-out y DFG-in. En este sentido, conocer los parametros
energeéticos de la asociacion proteina-farmaco permite estimar los cambios conformacionales que
tienen lugar en la unién y contribuir a la construccion de un marco cuantitativo que contempla la

energética de la unién molecular para optimizar y disefiar nuevos farmacos.

En el presente trabajo se determinaron los pardmetros energeticos de la interaccion del

domino cinasa aislado de ABL con los inhibidores imatinib que se une a una conformacién DFG-

out y con dasatinib que se une a una conformacion DFG-in.
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trabajo, se realizaron titulaciones calorimétricas en el intervalo de temperaturas de 20 a 35 °C,
cada 2.5 °C. En el caso de TK-ABL-imatinib, se realizaron mediciones adicionales a 15y 17.5

°C para definir la tendencia polinomial de segundo orden de la dependencia térmica del AH.

Los valores de Ka obtenidos que TK-ABL es alrededor ocho veces mas afin a imatinib
que a dasatinib. Si esta diferencia fuera extrapolable a condiciones in vivo, se podria decir que el
imatinib resulta tener una mejor potencia farmacoldgica que el dasatinib, en el caso de pacientes
que no han desarrollado resistencia al primer inhibidor. Las firmas termodinamicas de ambos
inhibidores resultaron ser muy similares a 35 °C, con entalpia favorable y entropia desfavorable.
En este sentido, tanto el imatinib como el dasatinib tiene un potencial para ser optimizados en
términos hidrofobicos mejorando el valor entropico. La entropia desfavorable indica que la
pérdida de grados de libertad por la rigidizacién de la proteina tras la union de los farmacos no

se compensa por la desolvatacion de los inhibidores y de la proteina. En cambio, la entalpia
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favorable revela la formacién de un ndmero significativo de interacciones electrostaticas
favorables, incluyendo aquellas que le dan especificidad a la interaccion (seccion 1.6 de esta
tesis). El comportamiento térmico de las firmas termodindmicas resultd ser muy diferente entre
los dos inhibidores. La deconvolucion del ACpa mostré que el nimero de residuos perturbados
tras la union con imatinib varia drasticamente conforme se incrementa la temperatura, pasando
de la exposicion neta de 27 residuos a 15 °C al ocultamiento neto de 45 residuos a 35 °C, es decir,
una diferencia neta de 72 residuos. Resultados similares se derivan del analisis de la entropia de
union. En contraste, el dasatinib indujo el ocultamiento de un nimero constante de residuos en
el intervalo de temperatura probado, ocultamiento semejante al observado para imatinib a la
mayor temperatura estudiada. La diferencia en las dependencias térmicas de la entalpia de union
de imatinib y dasatinib revela con claridad que la proteina ocupa diferentes mecanismos para
interactuar con los dos inhibidores. Esto no es de sorprender, dada la gran plasticidad estructural
que posee TK-ABL.

Agafonov y colaboradores,®® mediante el uso de espectrofluorometria siguiendo la
cinetica rapida en el rango de milisegundos y mediante NMR con precision residuo especifica,
elucidaron un mecanismo cinético para la formacion del complejo Abl-imatinib. Los autores
descubrieron que la union a imatinib tiene lugar a travées de una seleccién conformacional seguida
de un ajuste inducido (Figura 27). Experimentalmente, fue posible resolver que a baja
temperatura (5 °C) coexisten dos conformaciones de la forma apo de TK-ABL, una semejante a
DFG-out competente para unir imatinib y otra semejante a DFG-in que no lo puede unir. De entre
estas dos conformaciones, el imatinib “selecciona” especificamente a la forma tipo DFG-out,
favoreciendo el equilibrio hacia esa especie. La union con DFG-out se da a través una etapa

rapida que implica la asociacion fisica de la proteina y el inhibidor: Ablprg.out + imatinib <>
Ablpre-outimatinib, seguida de una etapa lenta donde ocurre una transicion estructural por ajuste

inducido: Ablprs-outimatinib <> Abl*pre.ouimatinib, donde Abl* es la proteina en un estado

conformacional que estabiliza la interaccion con imatinib (Figura 27)%°
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Figura 27. Modelo propuesto de union de Abl con imatinib, en el que se involucran tres eventos: Seleccion

conformacional, contacto directo entre las moléculas y ajuste inducido de la proteina.5®

Una forma de enmarcar nuestros resultados calorimétricos de unién con imatinib dentro
del mecanismo descrito en la Figura 27 es proponiendo que a bajas temperaturas la conformacion
DFG-in es la méas abundante, mientras que conforme se incrementa la temperatura, el equilibrio
se desplaza progresivamente hacia la conformacién tipo DFG-out que es competente para unir
imatinib. Esta propuesta es consistente con el hecho de que Agafonov y col. (2014) solo pudieron
observar la selecciéon conformacional a baja temperatura y no a temperatura ambiente. Ademas,
estudios de dinamica molecular a 30 °C muestran que TK-ABL se encuentra mayoritariamente
en una conformacion que denominan semi-cerrada, la cual es muy cercana a la DFG-out.® El
enriquecimiento del conférmero competente para unir imatinib estaria también implicado en la
mayor afinidad de TK-ABL por imatinib que por dasatinib a temperatura alta. Si ocurriera que
conforme se incrementa la temperatura deja de existir la seleccion conformacional, a altas
temperaturas se observaria exclusivamente el ajuste inducido de la proteina causada por imatinib.
De ser el caso, la transicién conformacional entre DFG-in y DFG-out estaria acoplada a la
exposicion neta de un numero significativo de residuos de proteina, al menos de alrededor de 70

residuos, que es la diferencia global entre la unién de imatinib a baja y alta temperatura.

Por otro lado, el AHa observado para la interaccion de TK-ABL con dasatinib mostro una
dependencia practicamente lineal con respecto a la temperatura. Esto implicaria que la union de
este inhibidor no es sensible a las variaciones estructurales que hacen a TK-ABL competente o

incompetente para unir imatinib.
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8. CONCLUSIONES

-Las firmas termodindmicas de la interaccion de TK-ABL con los inhibidores
competitivos imatinib y dasatinib estan caracterizados por una entalpia favorable a la cual se le
opone una entropia desfavorable y de magnitud considerable.

-Estos resultados indican que existe margen para que ambos inhibidores puedan ser
optimizados mediante su modificacion hacia moléculas mas hidrofébicas, de manera que se

pueda invertir la entropia desfavorable.
-La afinidad del dasatinib es ocho veces menor a la de imatinib.

-La interaccion TK-ABL-imatinib mostro que el AC, depende fuertemente de la
temperatura, mientras que con dasatinib se observé una independencia térmica. EXxisten
mecanismos acoplados para la interaccion con imatinib, con dos reordenamientos
conformacionales, uno de los cuales tiende a desaparecer conforme se incrementa la temperatura.
En cambio, tras la union de dasatinib al parecer ocurre un gran cambio conformacional que se

mantiene a lo largo de la temperatura.
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9. ANEXOS

Anexo 1 ABL en otros tipos de cancer
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Anexo 2 Dicroismos de replegamiento de TK-ABL (esferas negras)
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Anexo 3 Deduccién matematica del modelo a un solo sitio de unién
En un evento de asociacion entre proteina (P) y ligado (L)
P +nL o PL,

Donde n es el nimero de sitios donde el ligando puede unirse a la proteina. Para una union
equimolar la constante de asociacion en el equilibrio es:

[PLy]
Ka =PI

Donde la distribucion de los reactantes en el equilibrio esté descritas por:
[P]. = [P]+ [PL]
[L]e = [L] + [PL]

La concentracion total de los sitios de unién en un modelo de un solo sitio de unién es:

La ecuacion [P], = [P] + [PL] puede ser descrita en términos de fracciones de sitios de union
ocupados (®) y libres (1-0):
[Pl [PL] _ [P]

L L T O

Re arreglando la ecuacion se obtiene

Pl __
7], T O=1

Multiplicando por [P]t:

[P] <ﬂ+ 0= 1) ~ [P] +[P],©=[P]
“\[Pl t t

Sustituyendo [P], = n[P],

[P]c = [P] +n[P]. @
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Estableciendo que n[P],® = [PL] nos dice que la concentracion del complejo esta dada por la
fraccion de la proteina total por cada sitio de unidn disponible. La distribucion de concentraciones
del ligando es:

[L]e = [L] + n[P].©

La constante de equilibrio puede expresarse de la forma:

K = O
¢ 1-09lL]
Despejando [L] obtenemos:
= o
[]_(L—@Ka

Sustituyendo en la ecuacion [L]; = [L] + n[P],©:

[L]; =m+n[1’]t@
Multiplicando por (1 — ) :
e . _ 1-006
(1~ 0) (L) = =gy + nlP16)  [L1(1 = ©) = T+ n[P1. A1~ ©)

Re ordenando:

(L] ~ [L]: 0=+ [P}, O n[P],& = [L], ~ [L],0~ = — n[P], 6+ n[P], & = 0

a a
Dividiendo entre n[P]; :

(L] — [L1, 0~ 2 — n[P], 0+ n[P],& = 0
n[P];
(L], [, @ n[P,0 n[Pl,& 0

- n[Pl. _ n[P],

“ulPl. n[Pl, n[Pl.K, n[P]
L. [Ll.e o

“ulPl. n[Pl,  nlPlK,

—O0+ & =0
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Agrupando como término semejante ©:

@2+@<— Ll 1 1>+&—0

n[P], n[PlK, ) n[Pl,

Cuya Unica raiz cuadrada real es: (Wiseman T et al 1989)(Perozzo R et al 2004)

[L], 1 [L], 1\ 4[L],
L+ ey, Yk PT, J(‘l ~n[P], nKa[P]) B

o=

2
El calor acumulado o integrado del proceso después de la ultima inyeccion es dado por:
Q = n[P],V,AH®

Para cada inyeccion el calor asociado (qi) a la reaccién se obtiene integrando el area bajo la
curva de cada pico, que es proporcional a la fraccion de ligando unido ©:
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