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1. Introduccion

Las cinasas son enzimas esenciales en la sefalizacidn, que regulan diversos procesos

celulares como el crecimiento, la proliferacién, el metabolismo, la diferenciacién y la migracién
celular. Laimportancia de las cinasas se ve reflejada en el nimero de genes codificado en el genoma
humano: 518 en total, divididas en 9 grupos, 134 familias y 201 subfamilias. Esto constituye
alrededor del 2% del genoma humano. Las cinasas comparten un dominio catalitico conservado en
secuencia y estructura, aunque son notablemente diferentes en cuanto a los elementos vy
mecanismos de regulacién de su catadlisis. La desregularizaciéon de su actividad subyace en varias
enfermedades, incluyendo esquizofrenia, diabetes y varios tipos de cancer (Manning, G. et al., 2002;

Noble, M. E., et al, 2004; Cowan-Jacob et al., 2009; Rosenblum et al., 2013; Foda, et al., 2014).

Uno de los grandes grupos de las cinasas son las proteinas tirosina-cinasa, las cuales se
pueden clasificar en dos grandes clases: las receptoras transmembranales y las no receptoras.
Alrededor de una tercera parte de las tirosina-cinasas pertenecen a la ultima clase. Tienen una
localizacién citoplasmatica, carecen de una regidn transmembranal y generalmente funcionan rio
abajo de las receptoras tirosina-cinasa (Cowan-Jacob, S, et al., 2009; Noble, M.E., et al., 2004). En
este Ultimo grupo se encuentra la proteina ABL, la cual guarda una estrecha relacion con el

establecimiento y desarrollo de la leucemia mieloide crénica (LMC).

1.1 Leucemia mieloide crénica.

La leucemia mieloide crénica (LMC) es un tipo de cancer poco frecuente. En México no se

cuentan con estadisticas oficiales a cerca de la epidemiologia de dicha enfermedad. Chavez-

Gonzalez y colaboradores (2009) reportan que, segun datos de hematdlogos nacionales, para 2009

existian 80, 000 casos de leucemia, de los cuales el 10% correspondieron a LMC. Ademas, la
incidencia anual aproximada es de 1.5 casos por cada 100 mil habitantes, con una mediana de edad

cercana a los 45 afios al momento del diagnéstico (Chavez-Gonzalez, et al., 2009).



La LMC es originada por un desorden maligno clonal de las células germinales

hematopoyéticas, lo que resulta en el incremento de las células mieloides, eritroides y plaquetas,
asi como en la hiperplasia mieloide en la médula dsea (Sawyers, 1999). Su diagndstico esta basado
usualmente en la deteccion del cromosoma Philadelphia (Ph+), el cual corresponde al cromosoma
22 anormalmente corto. Esta alteracion se describié primero en 1960 como un acortamiento del
cromosoma 22 y, posteriormente, como la translocacion reciproca t (9; 22) (q34; q11) entre los
brazos largos de los cromosomas 9 y 22. En este evento, los genes que codifican para BCR
(Breakpoint cluster region) en el cromosoma 22 y ABL (Abelson leukemia virus) en el cromosoma 9

se fusionan (Fig. 1), teniendo como consecuencia la creacidon de un nuevo gen hibrido llamado BCR-
ABL. La transcripcién de BCR-ABL resulta en un mRNA hibrido que codifica para una proteina de
fusion BCR-ABL, la cual es una tirosina-cinasa constitutiva citoplasmatica (Kantarjian et al., 1991;

Sawyers, 1999; Noble, et al., 2004; Greuber et al., 2013).

Dependiendo del sitio donde ocurra la fusiéon en el gen de BCR, pueden expresarse tres

diferentes proteinas de fusién con pesos moleculares de 185 kDa (P185), 210 kDa (P210) y 230 kDa

(P230). Cada gen de fusién codifica para la misma porcidn de ABL, pero para diferentes longitudes
de secuencia de BCR incorporadas en el N-terminal. Las proteinas de fusién resultantes estan

asociadas con distintos tipos de leucemia. P185 esta presente en el 20%-30% de adultos y del 3%-

5% de nifios con leucemia aguda linfocitica de células B; P210 estd asociada con el 90% de pacientes

adultos con LMC, siendo el marcador molecular para dicha enfermedad, mientras que P230 ha sido
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encontrada en LMC neutrofilica y en casos raros de LCM (Kantarjian et al., 1991; Advani &

Pendergast, 2002; Greuber et al., 2013).

1.2 ABL y BCR-ABL

La familia de la tirosina-cinasa ABL estd constituida por ABL y su Unico paralogo ARG. La ABL de
mamiferos se expresa de manera ubicua en diversos compartimentos subcelulares incluidos el
nucleo, citoplasma, mitocondria y el reticulo endoplasmatico. Cuando se encuentra en su estado

activo, regula una gran variedad de funciones bioldgicas, tales como la funcidn citoesquelética, la

diferenciacién miogénica, regulacién del ciclo celular y supervivencia, respuestas a estrés oxidativo
y dafios en el ADN, asi como la muerte celular. Esta diversidad de actividades esta dictada por varios

dominios funcionales, los cuales determinan la localizacién subcelular y los patrones de interaccién

de ABL (Hantschel & Superti-Furga, 2004)

1.2.1 Organizacion estructural de ABL y BCR-ABL

ABL es una tirosina-cinasa del tipo no receptora que presenta una estructura modular.
Consta de ~1150 residuos. La parte central de ABL presenta una organizacidon de dominios similar a
las cinasas de la familia de Src. Incluye un dominio SH3 (Src homology 3 domain), un dominio SH2
(Src homology 2 domain), un linker que enlaza al dominio SH2 con el dominio cinasa y un dominio
cinasa bilobulado (TK-ABL). Este nucleo se encuentra flanqueado por una regidon CAP N-terminal de

alrededor de 80 residuos. La region C-terminal posee secuencias ricas en prolina (PXXP), elementos

de unién para dominios SH3, sefiales de localizacidn celular y exportacidn, un dominio de unién a

ADN y un dominio de unién a actina (Fig. 2).
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Figura 2. Organizacion estructural de ABL y BCR-ABL. A. Se muestran las dos variantes de ABL. La forma 1b presenta un grupo
miristoilo en la regidon del CAP N-terminal. B. Proteina quimérica BCR-ABL. En ambos paneles se representan los residuos de
tirosinas que pueden ser fosforilados (Tyr 226 y 393). Imagen modificada de Hantschel & Superti-Furga, 2004.

Las células humanas expresan dos variantes de ABL, ABL 1a y ABL 1b. La diferencia entre
éstas se localiza en el extremo N-terminal. ABL 1b estd miristoilada en un residuo de glicina,
mientras que ABL la no presenta la modificacién post-traduccional (Fig. 2A). En la proteina

qguimérica BCR-ABL, parte del CAP se pierde, lo que tiene como consecuencia que el grupo miristoilo

en ABL 1b sea eliminado (Fig. 2B) (Nagar et al., 2003,2006; Hantsche & Superti-Furga, 2004; Greuber

etal., 2013).

La actividad catalitica de ABL estd altamente regulada por interacciones intermoleculares,

intramoleculares y modificaciones post-traduccionales. De manera normal, ABL se puede encontrar

en dos conformaciones, una cerrada o autoinhibida y otra abierta o activa. Debido a que se trata de
una proteina modular, presenta diversos elementos estructurales con conformaciones
caracteristicas en sus formas activa o autoinhibida. En general, las interacciones que disgregan la
conformacion cerrada y que estabilizan la conformaciéon abierta, promueven un incremento en la

actividad enzimatica (Figs. 3 y 4) (Greuber et al., 2013).
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Figura 3. Representacion de las conformaciones auto-inhibida y activa de ABL. Izquierda. En la conformacién inactiva o
cerrada, el dominio SH3 se une al linker que conecta los dominios SH2 y cinasa, y el dominio SH2 interactua con el I6bulo
C-terminal del dominio cinasa, formando una estructura tipo abrazadera entre SH3-SH2. El residuo miristoilado en el
extremo N de la isoforma ABL 1b se une a una bolsa hidrofébica dentro del I6bulo C del dominio cinasa, estabilizando la
conformacion cerrada. La linea discontinua representa la secuencia N-terminal rio arriba del dominio SH3, la cual se pliega
para promover la unidn del grupo miristoilo a la bolsa en el I6bulo C del dominio cinasa. Derecha. En la conformacion
activa, se adquiere una conformacién extendida, en la cual el dominio SH2 interactua ahora con el I6bulo C del dominio
catalitico, mientras que el dominio SH3, junto con el CAP y el grupo miristoilo, quedan expuestos al solvente. Imagen
modificada de Greuber, et al., 2013.

Los elementos estructurales que se requieren para la auto-inhibicién involucran al grupo

miristoilo en la regién CAP, asi como a los dominios SH3, SH2 y TK-ABL. El dominio SH3 se une a un

“linker” que contiene secuencias PXXP; este “linker” une a los dominios SH2 y TK-ABL. El dominio
SH2 interactua con el I6bulo C-terminal de TK-ABL, de tal manera que se forma una estructura tipo
abrazadera entre SH3, SH2 y TK-ABL. Por otro lado, el grupo miristoilo, en el extremo N-terminal, se

une a una bolsa hidrofébica dentro del |6bulo C-terminal del dominio TK-ABL, lo que induce una

curvatura en la hélice al del I6bulo C, permitiendo que el dominio SH2 se acople al I6bulo C de TK-
ABL. La interaccidn del acido miristico con el dominio TK-ABL favorece la conformacion cerrada. La
mutacion en la secuencia de miristoilacidn tiene como resultado una actividad cinasa altamente

incrementada (Fig. 4) (Panjarian et al., 2013; Greuber et al., 2013; Barila & Supeti-Furga, 1999; Pluk

et al., 2002; Hantschel et al., 2003).



Figura 4. Estructura de ABL en conformacion cerrada donde se muestran los dominios regulatorios. En color azul SH3,
en anaranjado, SH2; en rosa TK-ABL y en verde el linker que enlaza SH2-TK-ABL (PDB 2FQ0).

1.2.2 Dominios SH3 y SH2

El dominio SH3 (residuos 65-118) de ABL esta compuesto por dos laminas B antiparalelas
cortas que forman una estructura en forma de barril. Reconoce secuencias ricas en prolina que
tienden a adoptar una conformacion helicoidal de poliprolina tipo Il (PPIl); ademas, se une al
conector que enlaza a los dominios SH2 y cinasa, ya que este ultimo dominio forma una hélice PPII.
El contacto principal que favorece la estabilizacién de la unién entre SH3 y el dominio TK-ABL se da

entre los residuos Tyr70,115 en SH3 y Pro223 en el dominio cinasa (Fig. 5). El dominio SH2 (residuos
118-217) reconoce secuencias que poseen fosfo-tirosinas. Esta funcidon contribuye al
reconocimiento y fosforilacion de algunas proteinas que son sustrato de ABL. Estructuralmente,

consta de una lamina B antiparalela central flanqueada por hélices a en cada lado. La lamina central

divide el dominio en dos bolsas funcionalmente distintas, una que reconoce la fosfotirosina y una

segunda que se une a residuos especificos que se encuentran rio abajo de la fosfotirosina (Hantschel

& Superti-Furga, 2006; Panjarian et al.,2013).



Figura 5. Dominios SH de ABL. Arriba. En color azul SH3 y anaranjado SH2. Abajo. Principales contactos que
estabilizan la interaccion entre SH3 y TK-ABL (PDB 2FO0)

El dominio SH2 se compacta contra el I6bulo C del dominio TK-ABL a través de una red de

puentes de hidrégeno y una interaccidn Unica de apilamiento entre la Tyr’>® en SH2 y la Tyr3¢! del

I6bulo C del dominio cinasa. Ademas, puede experimentar una reorientacion significativa durante
la activacidn del dominio cinasa. En la conformacion activa de ABL, el dominio SH2 se mueve desde
la parte posterior del I6bulo C hasta una nueva posicién en el I6bulo N del dominio cinasa. Esta

orientacion permite estabilizar la forma activa del dominio cinasa (Fig. 6) (Panjarian et al.,2013).
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-
Figura 6. Interaccion de apilamiento entre el residuo de Tyr8 en el dominio SH2 y
la Tyr36! en el dominio TK-ABL (PDB 2FO0)

1.2.3 Dominio cinasa

El dominio cinasa cataliza la transferencia del fosfato-y del ATP sobre residuos de tirosina
en proteinas y péptidos cliente. Las orientaciones relativas de los I6bulos N y C, asi como los residuos
conservados en el sitio activo, coordinan la interconversion dinamica de las conformaciones activa

e inactiva del dominio cinasa con la funcién catalitica. El I6bulo N estd compuesto por una ldmina 8
antiparalela de cinco hebras b y una unica hélice a llamada hélice aC. Mientras que el |6bulo C es
principalmente helicoidal y presenta el sitio de unién del sustrato peptidico. Ambos l6bulos aportan

residuos conservados al sitio activo, el cual se encuentra en la interfaz de los mismos. Los
aminodcidos que conectan a las hebras 1 y B2 en el I6bulo N forman un asa rica en glicinas

(GXGXdG; donde ¢ en ABL es Tyr?>3) y es llamada Asa P. Esta asa es altamente flexible y cubre los
fosfatos B y y del ATP. Es crucial en la coordinacién del complejo ATP-Mg*2. En la estructura

cristalografica del dominio cinasa con el inhibidor farmacolégico imatinib (Nagar et al., 2003), un
residuo conservado de glutamato (Glu?®) de la hélice aC forma un par idnico con la Lys?’! en el

I6bulo N. Este apareamiento es relevante en la coordinacidn del grupo fosfato del ATP y se conserva

11



en practicamente todas las estructuras de proteinas cinasa (Panjarian et al.,2013; Reddy &

Aggarwal, 2012) (Fig. 7)

Figura 7. Estructura del dominio TK-ABL con ATP. En color purpura se muestra el I6bulo Ny en azul el I6bulo C. La hélice
aC se muestra en color verde, el asa de activacion en rojo, el conector de los I6bulos en anaranjado, mientras que el asa
P en amarillo. La molécula de ATP esta representada en bastones (PDB 2G1T).

El “asa de activacion”, que se localiza en el I6bulo C y es esencial para la activacién de la
cinasa, también interactua con el fosfato y. Es el segmento mas flexible de ABL. Contiene, en su
extremo N-terminal, un motivo “DFG” conservado (Asp381-Phe382-Gly383), mientras que la parte
media contiene un residuo de tirosina (Tyr393). La fosforilacion de la Tyr393 tiene como
consecuencia la interaccidn electroestdtica con un residuo de arginina, estabilizando el estado
activo de la cinasa. En este estado, el asa de activacion estd en una conformacion abierta o

extendida; el aspartato del motivo DFG se orienta hacia el sitio de unién de ATP (conformacion

“DFG-in”), donde coordina al ion catalitico Mg*?, mientras que la porcién C-terminal del loop forma

parte de la plataforma para la unién del sustrato peptidico. Esta conformacién abierta o extendida

del asa de activacidon es muy similar en todas las cinasas activas. En la conformacién inactiva, la

tirosina del asa de activacién no esta fosforilada, formando un puente de hidrégeno con el aspartato
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catalitico (Asp>®?), alejandose del sitio activo, mientras la fenilalanina se mueve hacia adentro. Esta
interaccion hace que el asa de activacidn ocluya el sitio activo, imitando el modo de unidn de los

sustratos. Esta conformacién denominada "DFG-out" o "DFG-flipped" es incompatible con la unién

a Mg*y la catélisis. Mediante simulaciones de dindmica molecular se ha observado que el estado
de protonacién del aspartato contribuye a controlar el flip del motivo DFG y, por tanto, los cambios

conformacionales asociados con la activacidn de la cinasa y la unién a inhibidores (Fig. 8) (Panjarian

et al. 2013; Reddy & Aggarwal, 2012; Shan et al. 2009).

Figura 8. Conformaciones del asa de activacion y del motivo DFG. En color amarillo se muestra el Asp321, en anaranjado
la Phe382y en azul la Gly383 (motivo DFG). En color rosa se sefiala la Tyr393y en magenta el aspartico catalitico (Asp3%3). La
fosforilacién de la Tyr393 tiene como consecuencia la interaccidn electroestatica con un residuo de arginina, estabilizando
el estado activo de la cinasa. En este estado, el asa de activacidén esta en una conformacién abierta o extendida, el
aspartato del motivo DFG esta orientado hacia el sitio de unién de ATP (DFG-in). En la imagen, dicha conformacién se
muestra en color cian. En la conformacion inactiva, la tirosina del asa de activaciéon no esta fosforilada, formando un
puente de hidrégeno con el aspartato catalitico, alejandose del sitio activo, mientras la fenilalanina se mueve hacia
adentro. En esta conformacidn el asa de activacidn imita el modo de unidn de los sustratos.

1.2.4 Sito de unién de ATP

Una amplia gama de inhibidores de cinasas presenta un alto potencial de unirse a un
“bolsillo” farmacoldgico bien estudiado: el sitio de unidon de ATP, el cual presenta caracteristicas
altamente conservadas. Estudios a nivel estructural han identificado varios residuos criticos dentro
del sitio de unidn de ATP Utiles para el disefio de inhibidores moleculares pequefios (Li, Mungyu,

et.al., 2021).
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Vulpetti & Bosotti (2004) definieron el bolsillo de unién de ATP de las cinasas como un set
de 38 residuos capaces de interaccionar con inhibidores ATP-competitivos. Este bolsillo se localiza
entre los dos lébulos del dominio cinasa y puede ser dividido en cinco regiones: (i) region de la
adenina, (ii) regién del azucar, (iii) regién de los grupos fosfato, (iv) region hidrofébica | y (v) regién

hidrofdbica Il (Fig.9).

Figura 9. Sitio de union al ATP. A laizquierda se muestra, en forma de esferas rellenas, cada una de las regiones del sitio
de unién a ATP en la superficie de una cinasa. En color azul la regién de la adenina, en amarillo la regién hidrofébica I, en
morado la region hidrofdbica I, en verde la region del azicar y en magenta la region de los fosfatos (PDB 2G1T).

La regién de la adenina del sitio de unidn del ATP es ocupada por un anillo heterociclico
planar, predominantemente hidrofdbico. Este centro hidrofébico puede formar interacciones no
polares con residuos hidrofébicos al rededor del bolsillo. Aunado a lo anterior, al menos dos puentes
de hidréogeno pueden formarse en la regién de la bisagra entre el N1 y N5 de la adenina y el
esqueleto peptidico (Fig. 10). Tales interacciones representan una significativa contribucion a la
ocupacion de la molécula de ATP en el sitio de unidn; por lo tanto, la regidn de la adenina parece
ser una caracteristica estandar para muchos inhibidores de las proteinas cinasas (Li, Mungyu, et.al.,

2021; Vulpetti & Bosotti, 2004).
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Figura 10. Region de la adenina. En lineas color azul se muestran los residuos Phe317 y Ala 269 del dominio TK-ABL, los
cuales forman puentes de hidrégeno con la adenina del ATP. La molécula de ATP esta representada en bastones. (PDB
2G1T7).

La regidn del azlcar se acopla a la ribosa del ATP a través de dos grupos hidroxilo
indispensables para la formacidn de puentes de hidrégeno (Fig. 11). Por lo tanto, se trata de una
region predominantemente polar. El residuo Asn 322 forma un puente de hidrégeno con uno de los

grupos hidroxilo ribosa de ATP (Li, Mungyu, et.al., 2021).

Figura 11. Region del azucar. En TK-ABL, el residuo Asn322 forma un puente de hidrégeno con un grupo hidroxilo de la
ribosa del ATP. La molécula de ATP esta representada en bastones (PDB 2G1T).

La regién de los fosfatos contiene varios residuos polares altamente conservados. Esta

conformada por dos mitades de estructuras secundarias: la asa P (Fig. 12), un asa rica en glicinas
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(GXGXdG; donde ¢ en ABL es Tyr®3), y una hélice a llamada hélice aC, la cual presenta una gran
flexibilidad. Adicionalmente, esta regidn contiene un motivo DFG altamente conservado en las
cinasas, el cual se localiza en la region mas flexible de ABL. Previamente, se describieron a detalle

tanto a.C como el motivo DFG (Figs. 7 y 8).

>

Figura 12. Region de los fosfatos. En color rosa se muestra el asa P, la cual cubre los fosfatos f y y del ATP. En bastones
se encuentra representada la molécula de ATP (PDB 2G1T).

Las regiones hidrofdbicas | y Il, también conocidas como region enterrada y region con
acceso al solvente, son dos regiones en el sitio de unién de ATP, que no son ocupadas por el
nucleétido (Fig. 13). Constituyen la principal fuente de diversidad estructural y de secuencias entre
los miembros de la superfamilia de las cinasas (Li, Mungyu, et.al., 2021; Vulpetti & Bosotti, 2004). El
residuo Thr 315, también conocido como gatekeeper, es determinante para el tamafio y forma de
la regién enterrada. De manera general, en las cinasas, cuando dicho residuo es lo suficientemente
pequefio o flexible como para aumentar el tamafio de esta regidn, otros residuos pueden estar en
contacto con el ligando (en ABL, estos residuos son Met290, Leu 301 e lle 313). Por lo que dicha
region se considera para mejorar la selectividad de un inhibidor potencial (Vulpetti & Bosotti, 2004).

En la region con acceso al solvente, la principal diferencia en la forma se debe a la presencia
o ausencia de un residuo glicina entre las posiciones 85-86. La presencia de este residuo provoca un

cambio conformacional entre la regidon de bisagra y el inicio del extremo C-terminal, lo cual
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desfavorece la unién de compuestos que no sobresalgan del sitio de unién de ATP en forma planar.

En el caso particular de ABL, no presenta este residuo de glicina (Vulpetti & Bosotti, 2004).

Figura 13. Regiones hidrofdbicas. En esferas color morado se muestra la regidn | o enterrada, mientras que en amarillo la
region Il o con acceso al solvente. Ninguna de estas zonas es ocupada por el ATP (PDB 2G1T).

1.3 imatinib, el primer inhibidor farmacolégica desarrollado contra una
proteina oncogénica

En la LCM, la actividad cinasa de la proteina quimérica BCR-ABL se ve sobre aumentada
debido a que el grupo miristoilo en la regidon del CAP N-terminal del segmento de ABL no esta

presente y, como se detalld anteriormente, dicho grupo representa un elemento crucial de auto-
regulaciéon. Este aumento en la funcidn cinasa es clave en la progresion de la enfermedad LCM. A lo

largo de los afos, se han desarrollado farmacos selectivos hacia el sitio de unién de ATP con el fin

de inhibir la actividad cinasa de BCR-ABL, de tal manera que la cascada de sefalizacidon que da origen

ala LMCy mantiene a la enfermedad se vea anulada (Fig. 14).
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Mecanismo de accién de imatinib

Figura 14. Mecanismo de accion de imatinib. A. En ausencia de tratamiento, la proteina BCR-ABL se une a una molécula
de ATP, propiciando la fosforilacién de diversos sustratos, lo que tiene como consecuencia la activacién de vias de
sefializacion a través de moléculas efectoras. B. Mecanismo de accion de imatinib. Al ocupar el sitio de union de ATP, el
inhibidor impide que el sustrato se pueda unir, de tal manera que las sefiales inducidas por la proteina se inhiben (Imagen
adaptadade Aviles-Vazquez et al., 2013).

El primer agente inhibidor desarrollado contra BCR-ABL fue el mesilato de imatinib (4-(4-
metil-piperazin-1-ilmetil)-N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-benzamida),
también conocido como STI-571, CGP 57148, Gleevec (en Estados Unidos) y Glivec (en Europa). Es
un inhibidor competitivo del sitio de unién a ATP. El precursor quimico de STI-571 se descubrié en
el proceso de ensayo fenotipico in vitro de un gran nimero de compuestos para la inhibicién de la

proteina cinasa C. La proteina cinasa C es una serina-treonina-cinasa, la cual participa en diversos
procesos celulares, y esta implicada en la formacidn de tumores. El producto quimico inicial era una

fenilaminopirimidina que inhibia tanto a las serina-treonina-cinasas como a las tirosina-cinasas.

Posteriormente, se sintetizaron varios derivados de la fenilaminopirimidina para aumentar su

eficacia contra el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGFR (por sus siglas
en inglés Platelet-derived growth factor receptor), también una tirosina-cinasa. Finalmente, se
realizaron modificaciones adicionales para aumentar la actividad celular, la solubilidad y la

biodisponibilidad oral. El resultado fue STI-571 (Fig. 15). En mayo de 2001, fue aprobado para el

tratamiento contra LMC (Roskoski Jr, 2003; Aviles-Vazquez et al., 2013), tratandose del primer

medicamento creado y aprobado para tratar un cancer a través de la inhibicién especifica de una

proteina oncogénica.
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Figura 15. Estructura del imatinib.

1.3.1 Bases estructurales de la unién de imatinib al dominio cinasa de ABL

El imatinib es un inhibidor efectivo de la actividad cinasa de ABL y BCR-ABL, que, de acuerdo

con evidencias cristalograficas, se une a la forma inactiva de ABL (DFG-out) (Nagar et al., 2002). El

farmaco se une entre los I6bulos N y C del dominio cinasa. El anillo fenilo central del imatinib se
encuentra en contacto con el residuo Thr315, mientras que los anillos de piridina y pirimidina se
colocan en el sitio de union de la adenina. El resto del compuesto penetra en la bolsa hidrofébica

del dominio cinasa, insertado entre el asa de activacién, el cual se pliega hacia el sitio activo,

manteniendo de este modo a la cinasa en una conformacion inactiva, ya que el centro del asa impide

la unién de cualquier sustrato (Roskoski Jr, 2003; Reddy & Aggarwal, 2012; Cohen, 2002).

En el complejo ABL-imatinib, la regién N-terminal del asa de activacion gira con respecto a
la conformacidn activa, de tal manera que el residuo Phe382, en lugar de Asp381 del motivo DFG,
queda orientado hacia el sitio de unién a ATP. Asp381 une al Mg*? del sustrato MgATP en la
conformacioén activa. La mayoria de las interacciones entre el fdrmaco y la proteina son de tipo van
der Waals o de naturaleza hidréfoba, con aproximadamente 1,200 A? de area enterrada en la
interface. El asa P se pliega sobre los anillos de piridina y pirimidina en una conformacién "doblada”,
en contraste con la conformaciéon extendida de cinasas activas. En particular, la Tyr253 del asa P
“doblada” y la Phe382 del asa de activacion forman parte de una bolsa hidrofébica, junto con los
residuos Leu248, Phe317 y Leu370. Como tal, los grupos piridina y pirimidina del imatinib se
protegen de manera eficaz del disolvente. Por el contrario, los grupos benzamida y piperazina estan
mas expuestos al solvente. Los contactos mas notorios hacia estos ultimos grupos proceden de

Val289y Met290 en la hélice aC, Asp381 del motivo DFG, Ile360 e His361 en el asa de activacion.
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Existen un total de 6 puentes de hidrégeno entre imatinib y ABL, que implican la (i) piridina N y la
amida de cadena principal de la Met318, (ii) el grupo amino de la pirimidina y el hidroxilo de la
cadena lateral de la Thr315, (iii) la amida NH y el carbonilo de cadena principal del Glu286, (iv) la
amida CO y la amida de cadena principal de Asp381, y la piperazina protonada y los carbonilos de

cadena principal de (v) lle360 y (vi) His361 (Fig. 16)

Figura 16. Interaccion entre imatinib y el sitio activo de ABL. En color anaranjado/azul se representa el farmaco, en gris
el esqueleto de carbono de los residuos del sitio activo. Las lineas discontinuas representan los puentes de hidrégeno
entre el farmaco y la proteina. Imagen adaptada de Reddy & Aggarwal, 2012.

1.3.2 Resistencia a imatinib
Sin duda, imatinib produjo un cambio radical en el tratamiento de la LMC, mejorando la

calidad de vida y supervivencia de los pacientes. Sin embargo, una poblacidn significativamente
importante termina desarrollando resistencia al farmaco y, por consiguiente, una recaida clinica
(Aviles-Vazquez et al., 2013). La resistencia al imatinib se ha clasificado de acuerdo con el momento
en el que ésta se presenta. Resistencia primaria o intrinseca es una pérdida en la eficiencia desde el
inicio del tratamiento. Mientras que la resistencia secundaria o adquirida esta definida por una
respuesta inicial favorable seguida de una pérdida de eficacia con el tiempo de exposicidn al
farmaco. De acuerdo con los criterios clinicos y de laboratorio empleados para la deteccion, la
resistencia puede subdividirse en resistencia hematoldgica, citogenética y molecular (Aviles-

Vazquez et al., 2013; Hochhaus & La Rosée, 2004).
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La causa mas comun de resistencia a imatinib es la presencia de mutaciones puntuales que
tienen afecciones en los distintos puntos de contacto entre el farmaco y el dominio cinasa. Estas
mutaciones pueden clasificarse en cuatro grupos: (i) aquellos que afectan de manera directa la
unién del imatinib, (ii) las que se localizan dentro del sito de unién del ATP, (iii) las que se encuentran
dentro del asa de activacidn, impidiendo que la cinasa adopte la conformacidon requerida para unir

al fdrmaco, y (iv) las que estdn dentro del sitio catalitico (Diamond & Melo, 2011).

A nivel molecular, las mutaciones dificultan la unién de imatinib a la proteina mediante un
mecanismo directo o indirecto. En el caso de los mecanismos directos, las mutaciones mapean el
sitio de unidn a imatinib, el cual se superpone de manera parcial con el sitio de unién a ATP, de tal
manera que la unién del farmaco se ve reducida como resultado de cambios en las cadenas laterales
de aminoacidos que contribuyen a la formacion de puentes de hidrégeno, o como resultado de
cambios topograficos que provocan un impedimento estérico. Por otro lado, los mecanismos
indirectos actlan sobre la forma de unién particular del farmaco a la proteina (Diamond & Melo,

2011; Weisberg et al., 2007).

Actualmente, han sido descritas mas de 100 mutaciones puntuales que afectan
aproximadamente 70 residuos con distintos grados de importancia médica. Se han reportado
diversas mutaciones en la region del asa P (Y253F y E255K, por ejemplo), las cuales modifican la
flexibilidad de este elemento estructural que funciona como plataforma de acoplamiento para el
imatinib mediante puentes de hidrégeno e interacciones de van der Waals, de tal manera que se
desestabiliza la conformacion requerida para la unién del fdrmaco. Pese al desarrollo de nuevos
farmacos basados en la relacion estructural ABL-inhibidor, ninguno de ellos ha sido capaz de inhibir
de manera eficiente la mutacion T315l, la cual confiere los niveles mas altos de resistencia a
imatinib. La sola sustitucion de un residuo treonina en el Iébulo N por un residuo isoleucina,
ocasiona la pérdida de un puente de hidrégeno, y, por medio de un impedimento estérico, evita la
unién del imatinib (Weisberg et al., 2007; Diamond & Melo, 2011; Aviles-Vazquez, et al., 2013;
Ernesr et al., 2008).

21



2. Planteamiento del problema

El presente proyecto forma parte de un estudio global que hemos estado desarrollando en
nuestro grupo de investigacién, con el propdsito de elucidar con mayor detalle el funcionamiento

de la tirosina-cinasa ABL, como paso previo a la busqueda de nuevas estrategias farmacoldgicas para
lograr una inhibicion mas efectiva de la forma oncogénica de la enzima. Si bien existe una extensa
cantidad de informacién bioquimica y estructural sobre el mecanismo de catalisis y de inhibicién
farmacoldgica, la termodindmica de reconocimiento molecular de BCR-ABL no ha sido esclarecida.

Esta informacién es fundamental para entender aspectos bdsicos del funcionamiento e inhibicidn
de la enzima, que pudieran ser valiosos para desarrollar fdrmacos con afinidad y especificidad
mejoradas. En particular, en este proyecto estudiamos la interaccién de nucledtidos de adenina con
la construccion recombinante del dominio catalitico (TK-ABL) mediante calorimetria de titulacion
isotérmica. De esta manera, nos fue posible determinar las firmas termodindmicas completas de
interaccion con nucledtidos al sitio catalitico. Ademas, realizamos un analisis de correlacion entre
propiedades conformacionales y energéticas del proceso de reconocimiento molecular, con el fin
de elucidar nuevos aspectos sobre las bases del funcionamiento de esta cinasa. Esta informacion,
en conjunto con el estudio de otros estudios que se estan realizando en el laboratorio con la
construcciéon recombinante del dominio catalitico unido a los dominios de regulacion SH3 y SH2, y
con la caracterizacién de la unién a inhibidores farmacolégicos ortostéricos y de ligandos alostéricos,

eventualmente podrd conducir al descubrimiento de nuevas estrategias para inhibir a la forma

oncogénica de esta tirosina-cinasa.
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3. Objetivos

3.1 General

Caracterizar los determinantes energéticos que rigen el reconocimiento de nucledtidos por

parte del dominio catalitico (TK-ABL) de la enzima oncogénica BCR-ABL humana.

3.2 Particulares

e Producir de manera recombinante el dominio TK-ABL.

e Caracterizar espectroscépicamente la conformacidn y termorresistencia de TK-ABL.

e Determinar mediante calorimetria de titulacion isotérmica las firmas termodinamicas (AH,
AS, AG y ACp) de la interaccidn de TK-ABL con nucleétidos de adenina.

e Evaluar la contribucidn del magnesio al reconocimiento de nucledtidos de adenina por TK-
ABL.

e A partir del andlisis de las firmas termodinamicas de unidn, inferir informacion sobre el

arreglo conformacional de la proteina inducido por ADP y por ATP.
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4. Metodologia

4.1 Sobreexpresion de las construcciones TK-ABL y SH-ABL

La secuencia que codifica para la construccién del dominio cinasa (TK-ABL) unida a una cola

de histidinas en el N-terminal seguida de una secuencia de corte de la proteasa TEV fue clonada en
el vector pET28a (Novagen) entre los sitios de restriccion Ndel y Xhol (Fig. 17). Dicha construccién
fue cotransformada en células de Escherichia coli BL21DE3 (Novagen) con el gen de YopH, una
fosfatasa clonada en el vector pCDFDuet entre los sitios de restriccién Ncol y Avrll. Los marcadores

de seleccidn para los plasmidos utilizados fueron kaminicina para pET28a y estreptomicina para

- -

Figura 17. Esquema general de las construcciones TK-ABL como proteina de fusion. En
color verde se muestra la regién de la etiqueta de hexahistidinas, en azul el sitio de corte
para TEV y en morado el inserto de la secuencia codificante para el dominio cinasa.

pCDFDuet.

Para la expresion de TK-ABL recombinante, se inoculdé una unidad formadora de colonias
(UFC) aislada de la cepa Escherichia coli BL21DE3 cotransformada con los plasmidos pET28a (TK-
ABL) y pCDFDuet (YopH) en 15 mL de medio Luria Broth (LB) suplementado con kanamicina (25

pug/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Se incubd en agitacion a 37°C durante 12 horas.
Posteriormente, se escald el cultivo a un matraz de 1.5 L. Una vez se alcanzé una densidad dptica
(ODeoo) cercana a 1.2, se indujo la expresion de la proteina con IPTG 1 mM y se incubd en agitacion
a 18°C por 16 horas. Concluido el tiempo de incubacion, el paquete celular se obtuvo por
centrifugacion (5,500 rpm/10 min, 4°C). Las células se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Tris-

HCl pH 8.0, 150 mM NacCl, 5mM MgCl,,5% glicerol). La fragmentacidn celular se realizé en presencia
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de 1 mM de PMSF, mediante sonicacién (Misonix 3000) con una potencia de 5.5 W y ciclos de 10 s
de pulsos con 60 s de descanso, con un tiempo total de 7 min. La fraccién soluble se separé de la

insoluble mediante centrifugacién (14,500 rpm/45 min, 4°C). La presencia de la proteina

recombinante se determind mediante geles de poliacrilamida con el detergente anidnico
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) tanto para la fraccion soluble como para la insoluble,

encontrandose en la primera.

4.2 Purificacion de la construcciéon TK-ABL por columna de afinidad.

La fraccion soluble obtenida por centrifugacion se filtré a través de una membrana de 0.22

pum de tamano de poro (Millipore) y se hizo pasar a través de una columna de niquel HisTrap HP (GE

Healthcare) de 5 ml, a un flujo de 1ml/min siguiente el siguiente protocolo:

I. 3 voliumenes de agua Milli-Q.
1. 4 volumenes buffer de unidn (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 5mM MgCl,,5%

glicerol, 30 mM imidazol) para equilibrar la columna.
Il. Fraccion soluble con 30 mM de imidazol (se colecto la fraccidon No retenida).

IV. 4 volumenes de buffer de unién (Lavado de columna).

V. 4 volumenes de buffer de elucion (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 5mM

MgCl,,5% glicerol, 300 mM imidazol, pH 8.0). Se colectd la fraccidén Elucidn-Ni.

VI. 4 volumenes de buffer de elucidn (Segundo lavado).
VIl. 3 voliumenes de agua Milli-Q (Retiro de buffer de elucidn).
VIII. 2 volumenes de EtOH 20%. (Almacenamiento y evitar crecimiento bacteriano).

4.3 Purificacion por columna de intercambio anidnico.

Una vez realizada la purificacion por columna de afinidad, la proteina fue purificada

mediante cromatografia de intercambio aniénico (pH 8.0) con el fin de remover la fostasa YopH. La
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fraccion Elucion-Ni se diluyod tres veces con agua desionizada y fue aplicada a una columna de

intercambio anidnico HiTrap Q FF (GE Healthcare) de 5 mL siguiendo el siguiente protocolo:

I. 3 voliumenes de agua Milli-Q.
1. 4 volumenes buffer de unién (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM NacCl, 5mM MgCl,,5%

glicerol) para equilibrar la columna.
Il Fraccion soluble (se colecto la fraccién No retenida).

IV. 4 volumenes de buffer de unidn (Lavado de columna).

V. 4 voliumenes de buffer de elucion (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 M NaCl, 5mM MgCl,,5%

glicerol, pH 8.0). Se colecté la fraccién Elucion-Q

VI. 4 volumenes de buffer de elucidn (Segundo lavado).
VIl. 3 voliumenes de agua Milli-Q (Retiro de buffer de elucidn).
VIII. 2 volumenes de EtOH 20%. (Almacenamiento y evitar crecimiento bacteriano).

Todas las fracciones obtenidas en la purificacidon fueron analizadas por electroforesis en

geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes.

4.4 Cuantificacidon y preparacion de las muestras.

La fraccion Elucidon-Q fue diafiltrada y concentrada en tubos centricones de 10 kDa de corte
de peso molecular (Amicon ® Ultra 15 mL Centrifugal Filters Merck Millipore, US) mediante

centrifugacidn a 4,500 rpm en lapsos de 10 - 15 min. Se hizo por tres ocasiones el recambio por el
buffer para calorimetria (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,,5% glicerol, 0.25 mM

DTT).

La concentracion de la proteina fue determinada midiendo su absorbancia a 280nm (Azs0)
en un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu, US) empleando una celda de cuarzo de 1 cm de paso
dptico. El célculo se realizé utilizando un coeficiente de extincién molar Cegonm 60 550 Mtcm?

determinado mediante el servidor Expasy-ProtParam tool (http://web.expasy.org/protparam),

asumiendo que todos los residuos de cisteina se encuentran reducidos.
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4.5 Dicroismo circular.

Las mediciones de DC se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-720 (Jasco Inc,
Easton, MD, US), acoplado a un sistema de control de temperatura Peltier. Los barridos se hicieron
en el UVlejano de 250 nm a 195 nm en una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso dptico, a una velocidad
de 20 nm/min y con un tiempo de integracién de 16 s. Cada espectro de DC se obtuvo por triplicado.

El espectro final representa el promedio de las tres acumulaciones individuales.

Para la obtencidn de los perfiles de desplegamiento térmico, se realizaron barridos de
temperatura en el intervalo de 20 a 80 °C, a una velocidad de calentamiento de 1°C/min,
monitoreando el cambio de elipticidad a 208 nm con una resolucién de adquisicién de datos de cada

1 °C. La concentracién de la proteina empleado en estos experimentos estuvo dentro del intervalo

de 3 a5 uM.

Los espectros se expresaron en elipticidad molar por residuo, Omrw, €n unidades de

grado*cm?dmol™:

MRW =« @obs

[0]mrw = TPld~10 1)

donde mrw es la masa molar promedio por residuo, [P] concentracion de proteina en mg/mly d,

recorrido éptico de la celda en cm.

La mrw fue calculada acorde a la ecuacién 10, obteniéndose 116.027 para TK-ABL.

_ PMproteina

mrw=————
residuos — 1

(2)

4.6 Calorimetria de titulacién isotérmica.

Una vez purificado el dominio cinasa, se centrifugd (14,500 rpm/10 min) y filtré a través de

una membrana de 0.22 pm. Las mediciones calorimétricas fueron realizadas en un
microcalorimetro MicroCal iTCy0 (GE Healthcare, US) a 20°C, 25°C, 30°Cy 35°C. Las concentraciones

de TK-ABL empleadas estuvieron dentro de un intervalo de 25 - 40 uM. Las concentraciones de los
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nucleétidos ADP y ATP se mantuvieron entre 500 y 700 uM, mientras que la de los cofactores Mg*?

y Ca*? fue de 5 mM.

Los nucledtidos de adenina fueron preparados a partir de una solucidon concentrada 10 mM

de ATP o ADP en buffer para calorimetria (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 5% glicerol, 0.25
mM DTT) en presencia de 5 mM CaCl, 0 5 mM MgCl,, respectivamente. El pH de los ligandos fue

ajustado con NaOH 1M al mismo valor de pH de la proteina.

Las inyecciones realizadas durante la titulacion se hicieron a un volumen constante de 2 pl.
Se realizaron en promedio 20 adiciones con un espacio entre cada inyeccion de 120a 300 s, con una

agitacién constante de 750 rpm. El calor de dilucién del ligando se obtuvo de inyectar el ligando a
la celda de reaccion que sdlo contenia buffer de calorimetria. Tanto la proteina como los ligandos

se desgasificaron durante 20 min/4°C mediante alto vacio.

El instrumento empleado en los experimentos de ITC es un calorimetro de flujo de calor que
funciona de acuerdo con el principio de compensacion dinamica de potencia, es decir, mide la

cantidad de potencia (ucal s) requerida para mantener una diferencia de temperatura constante
(cercana a cero) entre la muestra y la celda de referencia. En un experimento tipico de ITC, una
solucién de ligando es titulada, en pequefios volimenes, a una solucién que contiene alguna
macromolécula. Cada inyeccion del ligando desencadena la reaccién de unién y, dependiendo de la
afinidad de unién y la concentracién de reactivos (macromolécula M y ligando L) en la celda, una
cierta cantidad del complejo macromolécula / ligando (ML) se formara. La formacién del complejo
estd acompanada de la liberacién (reaccién exotérmica) o de la absorcion (reaccidon endotérmica)
de calor, lo cual provoca una diferencia de temperatura entre las dos celdas. A continuacién, el
sistema de realimentacidn disminuye o eleva la potencia térmica aplicada para compensar dicho

desequilibrio de temperatura. Después de cada inyeccidn, el sistema alcanza el equilibrio y se
restaura el equilibrio de temperatura (Veldzquez Campoy, A., et al., 2005; Leavitt & Freire, 2001;

Bronowska, 2011).
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Antes de que ocurra la primera inyeccion, se aplica una pequefa potencia constante a la
celda de referencia. Esto se hace con el fin de que la potencia aplicada a la celda de referencia active

la alimentacidon a la celda de muestreo, y esta Ultima se mantenga bajo un régimen de

microcalentamiento, mientras no haya liberacién o requerimientos de calor por efecto de una

reaccion. Dicha sefial constituird la linea base, y es importante que esta se mantenga constante a lo
largo de todo el experimento. Por lo tanto, la sefial registrada por efecto de la adicion del ligando

muestra un patrén tipico de deflexiéon en forma de un pico. La integracion del drea bajo el pico,
suponiendo la linea base como referencia, proporciona la cantidad de calor asociado con la

inyeccion. Cuando el sistema proteina-ligando alcanza la saturacion, los cambios de calor

relacionados con la unién del ligando disminuyen y sélo son observables los calores de dilucidn. Una

curva de unidn se obtiene tras realizar varias inyecciones del ligando a la celda de reacciéon y medir

los calores que se obtienen de la interaccion del ligando con la macromolécula dentro de la celda

(Fig. 14 B) (Velazquez Campoy, A., et al., 2005; Leavitt & Freire, 2001; Bronowska, 2011).

Por cada inyeccidn realizada en un experimento de ITC, el equilibrio quimico se ve
perturbado por los cambios en las concentraciones de reactivosy el sistema pasa por un conjunto
de estados de equilibrio que difieren en su composicién, ya que las fracciones de macromolécula
libre y del complejo macromolécula-ligando dependen de la constante de equilibrio (asociacion o
disociaciéon) y de las concentraciones totales de macromolécula y ligando. Para un modelo de unién
de un solo sitio de interaccion, la concentracion de ligando formado después de la inyeccidn i esta

dada por:

1+ [M]riKq+ Kg[Ll7; — \/(1 + [Mlr;Kq + [L]r:)? — 4[M]7;K3[L]r;

(ML), = = 3)

donde Ka es la constante de afinidad, y las concentraciones totales de macromolécula y ligando

después de cada inyeccion estan dadas por:
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[M]oy [L]o son las concentraciones iniciales de macromolécula dentro de la celda y de ligando en la

. . . . .z v
jeringa, respectivamente; v es el volumen de inyeccién, Vj es el volumen de la celda y (1 - V—) esel
0

factor de la dilucién que tiene lugar en una celda calorimétrica que funciona a volumen constante.

Cada transiciéon entre dos estados sucesivos desencadenada por inyeccion de ligando, se acompana
de la liberacién o absorcidn de calor (a presién constante, relacionada con el cambio de entalpia
global) que es proporcional al cambio en la concentracién del complejo debido a esa inyeccidony a

la entalpia molar:

v )] VoAH

0= g [@ri = niea (1-7)| = 2o a2 = 11y (1) ()

Los valores de Ka y AH fueron obtenidos mediante la regresiéon no lineal de las isotermas de

titulacién calorimétrica, usando el modelo de un solo sitio de unién descrito por las ecuaciones 11

a 14, mediante el programa ORIGIN v7.0 (Origin Inc.).

El cambio en la energia libre de Gibbs (AG) se obtuvo a partir del valor de regresion de Ka:
AG = —RTInKa (7
donde R es la constante de los gases ideales (1.98 cal mol?) y T es la temperatura en Kelvin. AS se

obtuvo mediante la ecuacién de Gibbs:

AG = AH —TAS (8)

Finalmente, ACp se determind de la dependencia térmica de AH, de acuerdo con la ecuacién de
Kirchoff:
JdAH

57— ACp 9
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5. Resultados y discusion.

5.1 Purificacién de las construcciones TK-ABL y SH-ABL.

Una vez obtenida la fraccion soluble de TK-ABL, se purificé en dos pasos de cromatografia.
El primer paso consistid6 en cromatografia de afinidad mediante una columna His-Trap HP

previamente equilibrada con solucién amortiguadora de unidn. La elucién se realizé con 30 ml de
solucidon amortiguadora de elucion. En el primer paso, se obtuvo a TK-ABL coeluida con la fosfatasa

YopH. En la Fig. 18A se muestra el seguimiento de los pasos de purificacion mediante cromatografia

de afinidad a niquel. Tanto en el lavado como en la elucién con solucién de imidazol, se obtuvieron
dos bandas enriquecidas con masas moleculares aproximadamente de 50 y 35 kDa, las cuales
concuerdan con los pesos esperados a partir de la secuencia de aminodcidos de YopH y de TK-ABL,

respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de TK-ABL y YopH *

Proteina Masa molecular (kDa) pl Carga (pH 8.0)
TK-ABL 35.9 5.6 -15.7
YopH 50.9 8.7 4.0

* Los parametros fueran calculados a partir de la secuencia de la proteina respectiva, usando el servidor Protein Calculator

v3.4 (http://protcalc.sourceforge.net/).

El segundo paso de cromatografia se realizé mediante intercambio anidnico empleando una
columna HiTrap Q FF, la cual posee una resina cargada positivamente. Los puntos isoeléctricos de
TK-ABL y YopH difieren considerablemente (Tabla 1). A pH de 8.0, TK-ABL posee una carga neta

marcadamente negativa, mientras que YopH presenta una carga positiva pequefia. De tal manera,
la fosfatasa no se unid a la columna a pH 8.0, permitiendo excluirla, como se muestra en la Figura
18B. Esta estrategia permitié obtener a TK-ABL recombinante sin impurezas, de acuerdo con el

criterio brindado por la técnica de SDS-PAGE.
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Cromatografia de intercambio aniénico
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35

25
Figura 18. Geles SDS-PAGE representativos del andlisis de la purificacion del dominio TK-ABL. A) Fracciones obtenidas
durante la cromatografia de afinidad a niquel. En el carril correspondiente a la elucidn, se obtuvieron dos bandas, una a la
altura del peso molecular de 50 kDa y otra en 35 kDa, correspondiendo con YopH y TK-ABL, respectivamente. B) Fracciones
obtenida en la cromatografia de intercambio anidnico. En el carril correspondiente a la elucién se obtuvo una sola banda a
la altura del peso molecular 35 kDa, la cual concierne a TK-ABL. M, marcador de peso molecular; F.S, Fraccion soluble (lisado);
NR, No retenido.

5.2 Dicroismo circular de TK-ABL y SH-ABL.

Para verificar laintegridad estructural de la proteina recombinante purificada, asi como para
determinar su termorresitencia, se obtuvieron los espectros de dicroismo circular (DC) en la regién

del UV-lejano. DC es una técnica que se basa en la absorcidn diferencial de la luz circularmente
polarizada. Este efecto se produce cuando un cromdforo es quiral. Puede proporcionar informacion
acerca de la estructura de biomacromoléculas, en particular de proteinas (Sharon & Priece, 2005).
El espectro de DC en la regidén de UV-lejano se puede utilizar para proporcionar informacidn, tanto

cualitativa como cuantitativa, del contenido de estructura secundaria de una proteina. En esta

region, el croméforo de absorcion es principalmente el enlace peptidico. Tanto los aminoacidos
aromaticos, en especial el Trp, como los enlaces disulfuro, pueden contribuir minoritariamente al

espectro de DC en el UV-lejano (Sharon & Priece, 2005). Las diferentes formas de estructura
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secundaria regular de péptidos y proteinas plegadas exhiben espectros distintivos de DC en la region

del UV-lejano (Fig. 19).

El DC es una técnica poderosa que nos permite esclarecer los mecanismos de

desplegamiento y estabilidad de las proteinas. Los cambios en el espectro de DC en funcién de la

temperatura pueden ser usados para determinar pardmetros termodindmicos de desplegamiento.

Si la temperatura media de transicidon (Tm) cambia en funcién de la concentracidn de proteina o de
un ligando putativo, se toma como indicio positivo de reconocimiento molecular. Ademas, un

espectro de DC en funcién de la temperatura puede ser Util para determinar si existen

intermediarios de plegamiento o desplegamiento (Greenfield, N.J., 2006).
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Figura 18. Espectros de DC en UV-lejano. Se muestran espectros para varios tipos de estructura secundaria. En rojo, a-
hélice; en azul, laminas B antiparalelas; en verde, giros B tipo I; en naranja, estructura irregular (Tomado de Sharon &
Priece, 2005).

En la Fig. 20 se muestran los espectros de TK-ABL a 20°C y 80°C, a un pH 8.0. A 20 °C, el
espectro indica que la proteina se encuentra plegada, observandose una banda positiva intensa por
debajo de 200 nm, y dos bandas negativas centradas alrededor de 208 y 222 nm, los cuales son
caracteristicos de estructuras enriquecidas con hélices-a y hebras 3 (Fig. 19). De acuerdo con lo
observado en la estructura cristalografica (PDB 2G1T), el dominio cinasa es una proteina a/B que
consta de 15 hélices-a y 11 hebras-f. En la Fig. 20 también se muestran los espectros obtenidos a
80°C y a 20°C una vez enfriada la muestra proteica. El espectro a 80°C muestra pérdida de
conformacion debida a la perturbacién térmica; al enfriar la solucidn, el espectro medido a 20°C fue
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cercanamente superponible con el de 80°C, por lo que se puede concluir que, bajo las condiciones

experimentales empleadas, el desplegamiento térmico del dominio TK-ABL es irreversible.
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Figura 20. Espectros de DC de TK-ABL en el UV lejano. En simbolos circulares se muestra el espectro a 20°C de la proteina
nativa, el cual exhibe dos minimos negativos alrededor de 208 nm y 222 nm. En linea continua color rojo se muestra el

espectro a 80°C y en linea negra el espectro de la proteina una vez enfriada a 20°C. Es posible observar pérdida de
estructura secundaria y, ademas, que se trata de una proteina con desplegamiento térmico irreversible.

En la Fig. 21 se muestran los trazos de la perturbacion térmica de TK-ABL seguidos con DC a
208 nm. El calentamiento se realiz6 a una velocidad de 1°C/min de 20°C a 85°C. En la curva es posible
observar dos transiciones, presumiblemente cada una correspondiente al desplegamiento de cada
uno de los I6bulos del dominio TK-ABL. La primera transicidn tiene lugar en el intervalo de 40 a 50°C,
mientras que la segunda ocurre entre 70 y 80 °C. Este resultado indica que TK-ABL muestra un
mecanismo de desplegamiento complejo, en el cual se involucra la presencia de al menos un

intermediario:

N—->I->D
donde N es el estado nativo, | una especie intermediaria, y D el estado desplegado. Este resultado
es consistente con lo reportado por el estudio del desplegamiento térmico de TK-ABL en funcidn del
pH reportado por Garcia-Curiel (2014). Para determinar la correspondencia entre las transiciones
obtenidas y los l6bulos que componen al dominio TK-ABL, Garcia-Curiel (2014) realizé mediciones
de perturbacién térmica en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS). Como fue mencionado en

la introduccidn, el I6bulo C tiene la capacidad de unir acido miristico como forma de estabilizar a la
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forma auto-inhibida de la proteina. La solubilidad del acido miristico es muy baja (<0.1 mM). Por

tanto, se optd por usar SDS, un tensoactivo con arquitectura quimica similar a la del miristico (Fig.

22), pero con una solubilidad incrementada (8 mM), lo cual facilité el manejo experimental de las

muestras. Como se muestra en el recuadro de la Fig. 21, el SDS estabiliza la segunda transicidn,

indicando que ésta corresponde al desplegamiento del I6bulo C, mientras que el I6bulo N es el que

presenta menor termoestabilidad. Ademas, se observa que el I6bulo N se desestabiliza en presencia

del ligando, disminuyendo la pendiente de la transicién y la Tm. Lo anterior indica que, en presencia

del inhibidor alostérico, existe una perturbacién desestabilizante de la interaccién entre ambos

I6bulos (Garcia-Curiel, 2014).
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Figura 21. Perturbacion térmica de TK-ABL. Se realizd un barrido térmico con velocidad de calentamiento de 1 °C/min,
registrandose la sefial a una longitud de onda constante de 208 nm. Recuadro: Desplegamiento de TK-ABL a pH 6.5 en
ausencia (simbolos rojos) y presencia (simbolos negros) de 200 uM de SDS (adaptado de Garcia-Curiel (2014)).
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Figura 22. Estructuras quimicas del acido miristico y del SDS.
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5.3 Calorimetria de titulacion isotérmica del dominio TK-ABL

Las interacciones moleculares desempenan un rol fundamental en los procesos biolégicos.
Elucidar los factores moleculares que gobiernan la formacidn de interacciones no covalentes en las
proteinas requiere del conocimiento cuantitativo de las fuerzas que dirigen el proceso. Con el fin de
esclarecer los determinantes energéticos de la interaccién de TK-ABL, en este trabajo realizamos
una caracterizacion de la interaccidn con nucledtidos de adenina mediante calorimetria de titulacion

isotérmica.

La calorimetria de titulacidn isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés, Isothermal titration
calorimetry) es la Unica técnica que puede medir de manera directa la energética de unién de

procesos bioldgicos, incluidos la unidn proteina-ligando, proteina-proteina, ADN-proteina, proteina-
carbohidrato, proteina-lipidos y antigeno-anticuerpo. Bajo condiciones experimentales apropiadas,

un solo experimento de ITC permite determinar Ka, AH, AG y AS. Realizando experimentos en

funcién de la temperatura, es posible determinar ACp asociado al proceso de unién con una

precision superior a la alcanzada con cualquier otra técnica (Veldazquez Campoy, A., et al., 2005).

En este estudio, determinamos los pardmetros de unién a nucleétidos de adenina en el
intervalo de 20 a 35 °C. Se escogid este intervalo de temperatura, dado que, de acuerdo con los
resultados de perturbacién térmica seguidos por DC, arriba de los 40 °C la proteina comienza a
desplegarse. Para las mediciones de ITC, la proteina fue preparada en el intervalo de concentracién
de 25 - 40 uM en una soluciéon amortiguadora 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 5% glicerol,
0.25 mM DTT. Los nucleédtidos de adenina fueron preparados a partir de una solucién concentrada
10 mM ATP o ADP en presencia de 5 mM de Ca/MgCl,. Por otro lado, con el fin de evaluar la
contribucion energética del ion metalico, se realizaron mediciones titulando la proteina solo con el
nucledtido, afiadiendo a la solucién amortiguadora 1 mM de EDTA para quelar cualquier traza de

metal.

Como se muestra en la Fig. 23, la titulacion de TK-ABL con ADP o ATP reveld que la proteina
es incapaz de unir cualquiera de los dos nucledtidos en ausencia del cation metdlico. Con el fin de
descartar que se tratara de una temperatura donde ocurre una interaccion isoentalpica, se

realizaron mediciones con ADP a dos temperaturas diferentes, obteniéndose un resultado similar.
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Figura 23. Titulacién calorimétrica de TK-ABL. A. ADP, 20 °C. B. ADP, 25 °C. C. ATP, 20 °C.

En cambio, la presencia de calcio o de magnesio generd una clara interaccién de ambos
nucledtidos con TK-ABL (Fig. 24). Previamente, en nuestro grupo de investigacién mostramos que
las subunidades o y 3 de la ATP sintasa (Pulido, N.O., et. al, 2010; Salcedo, G, et. al., 2014.) y la
GTPasa humana EFL1 (Luviano, A., et. al., 2019) son capaces de unir nucledtidos en ausencia de
magnesio. Como la interaccidn entre nucleétidos y el magnesio es de afinidad baja, se sigue
entonces que estas proteinas muestran un equilibrio complejo en solucién, de acuerdo con lo

ilustrado en el Esquema 1:
XD(T)P  + Mgll) «— XD(T)P-
- +
E E
7 !
E-XD(T)P + Mgll) < E-XD(T)P-Mg

Esquema 1. Equilibrio quimico entre una proteina (E) unidora de nucleétidos, el ion magnesio y nucleétidos, donde X
representa la base nitrogenada (Pulido, N.O., et. al, 2010).

Como TK-ABL no une nucledtidos en ausencia de magnesio, el mecanismo puede ser
descrito a través de un modelo simple de unién (equilibrio horizontal inferior en el Esquema 1),

siempre y cuando se mantenga una alta concentracién del catién para desplazar el equilibrio hacia
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el complejo nucledtido-metal. La constante de afinidad del ADP o ATP con magnesio es de 62,000 y
616,000 M, respectivamente (Salcedo, G., et al., 2014). Por tanto, la presencia de 5 mM de MgCl,
en la celda de reaccidén llevd a que, a lo largo de la titulacidn, se tuviera al menos 99% de nucledtido
acomplejado con el metal. En efecto, observamos que las curvas calorimétricas fueron
adecuadamente ajustadas mediante un modelo de un sitio Unico (estequiometria 1:1), permitiendo
determinar las firmas termodinamicas de los complejos de TK-ABL. Un resumen de los resultados

de las mediciones calorimétricas realizadas a diferentes temperaturas es presentado en la Tabla 2.

La formacién de los complejos TK-ABL con nucleétidos de adenina se caracterizaron por ser
procesos exotérmicos en todas las temperaturas a las que se llevd a cabo el estudio. El complejo de
TK-ABL con MgADP fue entrépicamente dirigido a bajas temperaturas, y entalpicamente dirigido a
altas temperaturas (Fig. 24A-D, Tabla 2). Al incrementarse la temperatura, Ka mostré una marcada
disminucién, el AH se volvid mas favorable (valores mas negativos), mientras que el TAS menos
favorable (menos positivo). Las tendencias térmicas observadas de los tres parametros
termodinamicos (Ka, AH y AS) son consistentes con lo esperado para un proceso exotérmico
acompafiado por un ACp negativo, observacidon que puede ser tomada como un indicador interno
de lo adecuado de las mediciones experimentales. Debido a la compensacién entalpica-entrdpica,
el AG mostrd una variacion relativamente pequeia en el intervalo de temperatura muestreado.

En el caso de ATP, no fue posible medir la interaccion en presencia de magnesio, dado que
la enzima hidroliza al trinucleétido en presencia del ion metalico. Por tanto, se optdé por medir la
formacién del complejo TK-ABL—CaATP (Fig. 24E-H, Tabla 2). La afinidad por CaATP resulté
aproximadamente 25 veces mayor que por MgADP. La formacidn de este complejo también estuvo
dirigida tanto entalpica como entrépicamente, aunque los valores de AH y AS mostraron una ligera
tendencia a incrementarse con la temperatura, consistente con un ACp positivo y pequefio (Tabla

2).
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Figura 24. Titulacion calorimétrica de TK-ABL en funcién de la temperatura. A-D. MgADP. E-H. CaATP. I-L. CaADP.
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Tabla 2. Parametros termodinamicos de la unién de TK-ABL a diferentes temperaturas
determinados mediante ITC

Ligando | Temperatura (°C) Ka Kd AH AG
(x10% M1) | (uM). | (kcal mol?) | (kcal mol2) | (kcal molt) | (cal mol*K-2)
65

20 15.4 0.8 5.2 6.0
25 15.5 64 26 35 6.1

MgADP 318
30 8.4 119 4.4 1.4 5.8
35 55 217 5.5 0.0 5.5
20 279 3.6 5.9 -1.9 7.8
25 225 4.4 5.7 2.1 7.8

CaATP 48
30 228 4.4 5.4 2.5 7.9
35 136 7.7 -5.2 2.5 7.7
20 105 9.5 -3.8 3.4 7.2
25 77 13.1 -5.5 2.6 7.1

CaADP 314
30 52 19.3 -7.7 0.7 7.0
35 48 21.0 -33 1.3 -7.0

Dado que el calcio no es el ion natural de la enzima para ejercer su actividad enzimatica, la
interaccion con CaATP puede variar con respecto a la interaccién con MgATP. Para tener un indicio
de esta perturbacion, realizamos mediciones con CaADP para comparar el perfil energético de este
ligando contra el perfil del ligando natural MgADP (Fig. 241-L, Tabla 2). Inesperadamente, los datos
calorimétricos revelaron que CaADP une a TK-ABL con una afinidad un orden de magnitud mayor
qgue MgADP, debido a una mejor entalpia de formacién. Interesantemente, ambos complejos
exhibieron un ACp negativo de magnitud similar, indicando que la proteina sufre un rearreglo
conformacional semejante con ambos ligandos. Resultados similares han sido observados para la
interaccion del dominio TK unido a los dominios de regulacién SH3 y SH2 (datos no publicados de
nuestro laboratorio).

Las firmas termodinamicas a 35°C para los tres complejos de TK-ABL determinados en este

estudio se muestran en las Figs. 25y 26.

40



24

kcal mol -
N
|

6 -

AH
T T T

MgADP CaATP CaADP

Figura 25. Firmas termodinamicas de los complejos TK-ABL con nucleétidos determinadas a 35°C. En color naranja se
muestran los valores de AH, en azul de -TAS y en verde de AG. La firma termodindamica para el complejo TK-ABL— MgADP.
es entdlpicamente dirigida con el componente entrépico desfavorable. La unién de TK-ABL y CaATP es dirigida por ambos
componentes. Finalmente, para el complejo TK-ABL — CaADP es entdlpicamee dirigida con el componente entrépico
desfavorable.
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Figura 26. ACp de formacion de los complejos TK-ABL con nucleétidos. ACp es considerado un poderoso
indicador del rearreglo conformacional de proteinas. Para los complejos TK-ABL — MgADP y CaADP, los valores
de ACp son negativos con una magnitud similar, indicando que la proteina sufre un rearreglo conformacional
semejante con ambos ligandos, Por otro lado, es posible observar una notable diferencia entre los valores de
MgADP y CaATP, indicando que la estructuracion de la proteina es diferente con cada nucleétido.
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5.4 Andlisis estructural del reconocimiento de nucléotidos por TK-ABL basado en
propiedades energéticas

El término entalpico (AH) refleja la contribucidn energética de las interacciones individuales
(puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals, electroestaticas, polares y dipolares) entre

dos moléculas, considerando que las interacciones con el solvente como referencia, y por lo tanto,
refleja también la entalpia de desolvatacion. AH es negativo (favorable) si las interacciones entre la

macromolécula y el ligando sobrecompensan el costo de romper las interacciones de las moléculas
individuales con el solvente; de lo contrario, serd positiva (desfavorable). En este estudio,
encontramos que los 3 complejos de TK-ABL caracterizados son favorecidos entalpicamente en todo
el intervalo de temperatura muestreado (Tabla 2), implicando que la formacién de nuevas
interacciones proteina-ligando e incluso proteina-proteina son mas favorables que la desolvatacion
gue acompafa al proceso. Esto habla de una alta complementaridad estereoquimica entre la
proteina y los nucledtidos. Interesantemente, esta complementaridad se alcanza Unicamente en la
presencia del ion metdlico, dado que la sustraccion de éste del medio lleva a una pérdida total del
reconocimiento molecular. Este resultado contrasta con lo reportado para otras proteinas unidoras
de nucleétidos, como las subunidades o y 3 de la ATP sintasa (Pulido, N.O., et. al, 2010; Salcedo, G,
et. al., 2014), o la GTPasa humana EFL1 (Luviano, A., et. al., 2019), las cuales disminuyen
significativamente su afinidad en ausencia de Mg, pero siguen siendo capaces de unir al nucléotido

libre del ion metalico.

El cambio de entropia (AS) esta determinado por el cambio de grados de libertad del
sistema. Tipicamente contiene una contribucidon favorable debido a la ganancia en grados de

libertad de las moléculas de agua que antes de la unidn se localizaban en la superficie del ligando y
la macromolécula y se liberan al solvente tras la unién. La entropia conformacional, asi como la

entropia roto-traslacional, suelen ser negativas (desfavorables), porque hay una pérdida de grados
de libertad debido a una reduccién en el nimero de conformaciones y configuraciones accesibles
para ambas moléculas al unirse; sin embargo, la primera puede ser modulada modificando

estructuralmente las moléculas de unién, mientras que la Ultima es esencialmente la misma en
cualquier evento de unién y no puede ser manipulada (Velazque-Campoy, A.& Freire, E., 2005). Los

complejos caracterizados en el presente estudio mostraron comportamientos entrépicos variables.

A una temperatura de 35 °C, que puede ser considerada como cercana a la fisiolégica en el cuerpo
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humano, la unién de MgADP es isoentrépica, la de CaATP favorable y la de CaADP desfavorable
(Tabla 2). Esto sugiere que la proteina alcanza un mayor grado de estructuracion al unir CaADP que
MgADP, lo cual concuerda con la entalpia significativamente mas favorable en presencia de calcio.
La entropia favorable del CaATP pudiera sugerir una menor estructuracion de la proteina, aunque
también puede deberse a la desolvatacion favorable del fosfato y y/o a un efecto diferente que

ejerce el calcio al sustituor al magnesio en presencia del trinucledtido.

Existe consenso en que la contribucién principal al ACp proviene del cambio del nUmero de
moléculas de solvente que se encuentran en contacto directo con los solutos, por lo que existe una
proporcionalidad con el cambio en el drea expuesta al solvente (Cooper, A., 2000). Por tanto, ACp
es considerado un poderoso indicador del rearreglo conformacional de proteinas. De acuerdo a al
estudio de Murphy y Freire usando datos de disolucién de dipéptidos ciclicos (Murphy, K.P. & Freire,
E., 1992), se puede calcular el ACp a partir de un modelo simple de cambio de area superficia (4ASA)

con la siguiente parametrizacion:

ACPeaic = 0.45 AASA,, — 0.27AASA, (10)

donde AASA, es el cambio en el area superficial polar y AASA,, es el cambio en el drea superficial no
polar. En este estudio, encontramos una clara diferencia en el ACp de MgADP y CaATP, indicando
que la estructuracion de la proteina es diferente con cada nucleétido. Pero no se puede descartar
que esta diferencia se pueda deber principalmente al uso de dos cationes diferentes. Como no es
posible medir la unién del ligando natural MgATP debido a que TK-ABL lo hidroliza, optamos por
medir la interacciéon con CaATP, lograndose obtener isotermas de titulacion que no fue posible
observar con MgATP. Para tener una idea del efecto del catiéon “no fisiologico”, se realizaron
mediciones de unién con CaADP. Nuestros datos mostraron que aunque el calcio modifica las firmas
termodinamicas, haciendo mds afin la unidn, el valor de ACp de ADP con magnesio y calcio fue el
mismo. Por tanto, suponemos que la estructuracién con CaATP es similar a con MgATP.

A partir de la estructura cristalogréfica de TK-ABL uniendo al sustrato no hidrolizable
MgATPYS (Levinson, N.M., et. al., 2006), calculamos el ACp mediante la ecuacién 10. Asumiendo que
la unién proteina —ligando es de tipo cuerpo rigido, calculamos los cambios de drea polar (AASA,) y
no polar (AASA,,) usando el programa NACCESS. La Tabla 3 muestra las areas accesibles para el

nucledtido libre, la proteina libre y el complejo, a partir de las cuales se obtuvieron los cambios de
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area de unién. Se modeld el complejo con MgADP, simplemente borrando las coordenadas para el

fosfato y.

Tabla 3. Cambios de area superficial y ACp

Construccion AASAp AASAnp
TK-ABL - MgATP 7679 6113
TK-ABL 7900 6173 433 480 9
MgATP 212 420
TK-ABL - MgADP 7704 6054
TK-ABL 7900 6173 -410 474 -103
MgADP 214 355

La Tabla 3 indica que los dos nucledtidos deberian mostrar valores de ACp muy cercanos (™
-100 cal/molK), lo cual claramente no estd de acuerdo con los valores experimentales observados.
Por tanto, se puede concluir que la conformacidn de la proteina en presencia de MgADP debe ser
diferente a la que se observa en el cristal con el anadlogo de ATP. Por otro lado, el ACp experimental
para CaATP fue pequefio y positivo, mientras que el esperado de una unién tipo cuerpo rigido es
negativo. Esto indica que la unién no puede ser descrita como tipo cuerpo rigido, lo cual concuerda
con la flexibilidad estructural que presenta el asa de activacién en ausencia de algun ligando

ortostérico.
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6. Conclusiones.

En este trabajo, caracterizamos las firmas termodinamicas de unién de nucledtidos del
dominio catalitico de la proteina oncogénica BCR-ABL. Esta informacidn no solo es util para entender
las bases moleculares del funcionamiento de esta tirosina-cinasa, si no que ademas da informacion
que puede ser util para el disefio de inhibidores farmacoldgicos de la enzima.

La produccion recombinante de TK-ABL rindié una proteina soluble y pura, la cual mostré
un perfil de desplegamiento térmico tipo sigmoide, lo cual es tipico de proteinas bien plegadas. El
perfil mostréd dos transiciones, las cuales corresponden al desplegamiento de cada uno de los
I6bulos que componen a TK-ABL. Estas transiciones se ven perturbadas en presencia de SDS, un
andlago del inhibidor alostérico acido miristico. EI SDS mantiene termoestable al [6bulo C, mientras
gue desestabiliza al I6bulo N, revelando que una de las funciones del inhibidor alostérico es debilitar
la comunicacidn entre los dos lébulos, lo cual es de relevancia funcional, dado que el sitio activo se
encuentra en la zona interlobular.

Mediante ITC, se logrd caracterizar las firmas termodindmicas de uniéon de TK-ABL con
nucledtidos de adenina. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que reporta esta
informacidn energética para cualquier tirosina cinasa. Se observé que la presencia del magnesio (o
de un catidn divalente semejante como el calcio) es indispensable para la unién de los nucleétidos,
dependencia absoluta que no se observa en otras enzimas que reconocen nucledtidos. La unién
resultéd mas fuerte por el trinucledtido debido a un aporte favorable tanto de entropia como de
entalpia. El ADP, en cambio, a pesar de mostrar una entalpia mas favorable que el ATP, se acompafié
de una entropia desfavorable que debilita su union. Estas diferencias sugieren que los nucleétidos
estructuran de manera diferente la proteina. La diferencia mas notable entre ambos nucledtidos se
observé en la magnitud de ACp. Mientras que el ADP mostrd un valor grande negativo, indicando
un ocultamiento neto de areas no polares, el ATP mostré un valor positivo y pequefio, lo cual es
consistente con el ocultamiento de adreas de tipo polar. Esta informacién implica que, en principio,
se podrian generar inhibidores farmacoldgicos que unan de manera distinta a la conformacién tipo
“unida a ATP” que a la conformacidén “unida a ADP”, factor que no ha sido tomando en cuenta hasta
el momento en el disefio de inhibidores de esta enzima.

La gran mayoria de inhibidores farmacolégicos en uso actual para el tratamiento de LMC
unen el sitio activo de BCR-ABL. Esto significa que dentro de la célula, los inhibidores deben competir

con los sustratos naturales de la enzima, incluyendo a los péptidos sustrado y a los nucledtidos. De
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acuerdo con nuestros datos, ambos nucledtidos son unidos con una afinidad en el orden
micromolar. Esto significa que los inhibidores farmacoldgicos tienen un “handicap” en AG de entre
6y 7 kcal/mol, que deben invertir de su energia de unién favorable para desplazar a los nucleétidos.
Quiza esto ayude a explicar la necesidad de administrar dosis relativamente altas (~500 mg/dia) de
imatinib a pacientes con LMC. Este es uno de los inconvenientes comunes a los inhibidores tipo
ortostérico. Actualmente, existe una amplia investigacidon en busqueda de farmacos alostéricos de
BCR-ABL. Para contribuir en ello, se requiere realizar caracterizaciones de la unién de esta tirosina-
cinasa con el acido miristico, su inhibidor alostérico natural, o con un andlago de éste. Ademas, seria
conveniente realizar una caracterizacion termodinamica con una construccidon de proteina que
contenga a los dominios de regulacién SH3 y SH2, los cuales son elementos fundamentales para la

comunicacion alostérica.
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