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.  INTRODUCCION

1.1 El cromosoma Filadelfiay la Leucemia Mieloide Cronica

En 1959, David Hungerford, del Fox Chase Cancer Center, y Peter Nowell, de
la Escuela de Medicina de la Universidad de Pennsylvania, descubrieron que
las células sanguineas tomadas de dos personas con leucemia mieloide
cronica (LMC) tenian una anormalidad bastante llamativa: al cromosoma 22 de
estas células le faltaba un segmento. Esta fue la primera vez que se vincul6é un
mal genético con la leucemia y la primera anormalidad genética asociada con
cualquier forma de cancer (Nowell y Hungerford, 1960). Trece afos después,
en 1973, en la Universidad de Chicago, Janet D. Rowley observo que en el
95% de los pacientes con LMC se presentaba la translocaciéon entre un
segmento del cromosoma 9 y el 22 t(9;22), conocida como translocacion
filadelfia (Rowley, 1973).

Fueron necesarios nueve afios mas para saber cuéles eran las implicaciones
de dicha translocacion. En 1983, Heisterkamp y colaboradores mostraron que
la parte faltante del cromosoma 9 era el gen codificante para la proteina Abl,
conocida por su actividad de tirosina quinasa. Dos afios mas tarde, Shtivelman
y colaboradores mostraron que el gen de la Abl estaba anclado en el gen
denominado Bcr, formando un oncogén hibrido, el gen Bcr-Abl causante de la
LMC (Figura 1; Heisterkamp et al., 1983).

Cromosoma 9
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Figura 1. Traslocacion reciproca entre el cromosoma 9 y el cromosoma 22 dando
resultado el cromosoma filadelfia (Nagar et al., 2003).



1.2 Tirosina Quinasas

Hasta antes de 1979, s6lo dos aminoacidos eran conocidos por aceptar grupos
fosfato, la serina y treonina, como parte de un mecanismo de regulacion de la
actividad de las proteinas. Pero en ese afo, Hunter y colaboradores,
trabajando con la proteina Src (una de las tantas proteinas que intervienen en
cascadas de sefializacion en la division celular), descubrieron un tercer

aminoacido que podia ser fosforilado, la tirosina.

Las tirosina quinasas son enzimas que transfieren el fosfato-y del ATP a un
residuo tirosina de una proteina blanco. La fosforilacion de los residuos de
tirosina a nivel celular tiene varias implicaciones y estan involucradas
directamente en la proliferacion celular. De hecho, muchos de los receptores de
factores de crecimiento que se conocen hoy en dia son tirosina quinasas
(Bertics y Gill, 1985. Schlessinger, 1987). Bajo condiciones normales, la
fosforilacién de proteinas blanco es un eficiente sistema para amplificar sefiales
extracelulares y para iniciar una cascada de procesos metabdlicos internos
(Zippel R. et al., 1986).

La revelacion del genoma completo del ser humano ha servido para mostrar
que alrededor de 518 genes codifican para proteinas con actividad de quinasa,
lo cual representa cerca del 2% del total de genes del humano (Manning et al.,
2002). Muchos son los casos en los que se ha observado que las tirosina
guinasas son causantes de enfermedades mortales. Entre ellas se encuentra la
leucemia, que es causante de la muerte anual de mas de 350, 000 personas en
el mundo. Una de las leucemias mas estudiadas es la leucemia mieloide
cronica. Esta leucemia es causada por la actividad desregulada de la quinasa
Ber-Abl, la cual favorece la proliferacion y division celular de células

cancerigenas.



1.3 La Proteina Bcr-Abl

Estructuralmente, la quinasa Abl consiste en un dominio tirosina quinasa (TK)
ubicado en el extremo carboxilo terminal y los dominios SH2 y SH3 (Src-
homology-2 y Src-homology-3) en el extremo amino terminal (Figura 2). Estos
dos ultimos dominios se encuentran presentes en otros tipos de quinasas,
como Src. El amino terminal tiene unido un acido miristico. Las estructuras
tridimensionales de estos tres dominios estan altamente conservadas entre
diferentes quinasas. Cabe mencionar que las diferencias principales entre las
quinasas de las familias Abl y Src son las diversas regiones que estan antes
del dominio SH3 y después del dominio tirosina quinasa. Una caracteristica de
los miembros de la familia de quinasas Abl es una region de tapa o “Cap”, la
cual es una variante de autorregulacién en esta proteina (Hantschel y Superti-
Furga, 2004).

El producto transcripcional del oncogén Bcr-Abl es la proteina de fusion Bcer-Abl
(Figura 2), con actividad tirosina quinasa incrementada, y cuya transcripcion
permanece activa continuamente sin necesidad de ser activada por otras
proteinas mensajeras. La expresion de la proteina Bcr-Abl resulta en un
aumento de la proliferacién, supervivencia y transformacion morfolégica celular.
A su vez, activa un gran numero de proteinas y enzimas controladoras del ciclo
celular, e inhibe la reparacién del DNA, causando inestabilidad en el genoma.
Todos estos fendmenos terminan desembocando en la LMC (Hantschel y
Superti-Furga, 2004).
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Figura 2. Organizacién estructural de dominios de la superfamilia de tirosina-quinasas
que contienen dominios SH2-SH3. También se muestra la organizacion de la proteina
oncogénica Bcr-Abl, la cual sufre la pérdida de la tapa o “Cap” (Nagar et al., 2003).



1.4 El dominio catalitico tirosina quinasa

Como se ha mencionado, el dominio TK es una estructura altamente
conservada en la mayoria de las tirosina quinasas, con una identidad de
aproximadamente 35% entre familias. Consta de aproximadamente 300
aminoacidos. Este dominio cataliza la transferencia del fosfato-y del ATP sobre
el grupo hidroxilo de la tirosina contenida en los péptidos del sustrato
(Hantschel y Superti-Furga, 2004). La estructura del dominio TK ha sido
dividida en dos subdominios o l6bulos; el subdominio menor (I6bulo N o I6bulo
pequefio) y el subdominio mayor (I6bulo C o Iébulo grande; Figura 3). El
subdominio menor esta formado por 5 hebras B antiparalelas y una prominente
hélice a denominada hélice aC, mientras que el subdominio mayor esta

compuesto soélo de hélices a (Huse y Kuriyan., 2002).

Subdominio menor

Subdominio mayor

Miristico
C

Figura 3. Estructura tridimensional del dominio TK-Abl, sefialando algunos de sus
componentes (Modificado de Nagar et al., 2003).



La unidn del ATP ocurre en la interfase de los dos subdominios, en donde se
encuentran los residuos cataliticos. Cinco son los factores esenciales para la

generacion de la conformacion cataliticamente activa de los dominios TK.

(1) El primer factor es un segmento denominado asa o “loop” de activacion, en
el cual el estado de fosforilacidon determina si la quinasa esta activa. En la
mayoria de las quinasas, el sitio de activaciéon es un residuo tirosina (residuo
393 en Abl) el cual esta localizado a la mitad del asa, que al estar fosforilado
puede interactuar de forma electrostatica con un residuo de arginina. Esta
interaccidn genera que el asa permanezca abierta y en una forma extendida,
de manera que el substrato se pueda unir al sitio activo. En cambio, cuando la
tirosina no esta fosforilada, el asa adopta una conformacion que impide la unién

al sustrato (Figura 4A).

(2) En el lado N-terminal del asa de activacion, se localiza un motivo de tres
residuos muy conservado en todas las tirosina quinasas, denominado DFG
(Asp-Phe-Gly, residuos del 381 al 383 en Abl). Se ha demostrado que el estado
conformacional de este motivo es un factor importante para la activacion de las
TK’s. En el estado activo, la cadena lateral del acido aspartico esta orientado
hacia la cavidad de union del ATP, y es capaz de unir un atomo de magnesio
necesario para la transferencia del grupo fosfato, mientras que la fenilalanina
se orienta hacia afuera de la cavidad ( estado “DFG in”; Figura 4A). Cuando las
posiciones de estos dos residuos se intercambian, y la cadena lateral del &cido
aspartico rota hacia afuera del sitio de unién a ATP y la cadena lateral de la
fenilalanina se orienta hacia el interior, entonces la proteina se encuentra en un
estado inactivo (estado “DFG out”) (Figura 4B; Hubbard., 1997; Hubbard et al.,
1994).

(3) Otro de los componentes regulatorios de este dominio esta basado en la
orientacion de la hélice aC. En las quinasas activas, esta hélice presenta un
residuo de acido glutamico que forma un puente salino con un residuo de lisina
del subdominio menor, con lo cual se coordinan los grupos fosfato del ATP
(Figura 4A; Sicheri et al., 1997). En las quinasas inactivas, la hélice rota hacia

el solvente y el puente salino que coordina los grupos fosfato se rompe.



(4) Un asa flexible rica en glicina (P-loop) conecta las hebras B1 y (2,

formando la base del sitio activo.

(5) La disposicion relativa de los dos subdominios también son determinantes
en la actividad de estas quinasas.

Subdominio menor ( ' A

DFG in

. Loop de activacior

Figura 4. Estructura tridimensional del domino TK-Abl en estado activo, DFG in (A), y en
estado inactivo, DFG out (B) (Nagar, 2007).



1.5 Dominios SH3, SH2 y la regidén Cap son reguladores de la activacion
del dominio TK

Ademas de los elementos de regulacion intradominio, la actividad de Abl es
modulada por la interaccion con los dominios de homologia y por la regién Cap.
El dominio SH3 esta compuesto por tres pequefias hebras [ antiparalelas,
empacadas unas con otras para establecer una estructura en forma de barril.
Como en muchos otros dominios SH3 de otras tirosina quinasas, el de Abl se
une a péptidos ricos en residuos de prolina, los cuales forman una estructura
helicoidal llamada poliprolina Il, PPII (Pisabarro, 1998). En la forma inactiva, el
dominio SH3 se une al conector con el dominio SH2 formando una hélice PPII.
Esta estructura es muy importante, ya que cuando existen deleciones o
mutaciones puntuales en la zona de residuos de prolina, se pierde la regulacion
del dominio TK-Abl, lo cual apoya la idea de que el dominio SH3 tiene una

funcién de regulacion negativa sobre el dominio TK (Figura 5).

Unidor I r

Figura 5. El dominio SH3 (rojo) interactuando con el linker SH2 (anaranjado) en la
forma inactiva regulada del dominio TK-Abl. PDB: 2FOO0. (Panjarian, 2013).

Estructuralmente, el dominio SH2 est4 formado por hojas [ antiparalelas

flanqueadas por hélices a en cada lado (Figura 6). Al unir la cadena lateral de

158

su Tyr'*® con la Tyr*®* del subdominio mayor, entre muchos otros enlaces de

hidrégeno, SH2 en conjunto con la Cap causan la reorientacion de la hélice al,



lo cual regula la actividad de forma negativa del dominio TK (Figura 6A; Nagar
et al., 2003; Hantschel et al., 2003).

Estudios recientes han mostrado que el dominio SH2 sufre una reorientacion
significativa durante la activacion de la quinasa (Figura 6B). Existen evidencias
por cristalografia de rayos X de que en el estado activado el dominio SH2 se
mueve de su posicion regulatoria negativa a una nueva posicion en el tope del
dominio quinasa, interactuando con el subdominio menor y estabilizando la
forma activa del dominio tirosina quinasa (Jacob et al., 2011; Dixit y Verkhivner,
2009).

[

D "X
e

Forma activa

Figura 6. Regulacidon negativa de SH2 sobre TK. (A) En la forma inactiva, el
dominio SH2 (azul) interactia con el subdominio mayor (gris) por medio de un
enlace de tipo pi entre las tirosinas 158 y 361, determinando la posicion de la hélice
al (cian) (PDB:2FO00) (B) En la forma activa, la interaccién entre las tirosinas mas
diversos enlaces de hidrégeno son perdidos (PDB: 10PL) (Panjarian, 2013).



La region Cap de la Abl esta formada por unos 80 aminoacidos, y se encuentra
miristoilada. La primer estructura cristalografica de la Abl revel6 que el &cido
miristico se une al bolsillo hidrofébico ubicado en el I6bulo C del dominio
quinasa (Figura 7A). Dicha interaccion es critica para mantener autoinhibida a
la proteina. Una mutacidbn o la ausencia del acido miristico tiene como
resultado una actividad descontrolada de la quinasa (Nagar et al., 2003.
Hantschel et al., 2003).

Asi, en su conjunto, los dos dominios homologos SH2 y SH3, la Cap terminal y
el acido miristico sufren cambios conformacionales que intervienen
directamente con interacciones esenciales para regular la actividad del dominio
TK de la Abl (Figura 7B).

A. Miristico e,
o

Acido Miristico

Figura 7. (A) Superficie Molecular de Abl, autoinhibida por la molécula de acido
miristico ubicada en su N-Cap. (B) Esquema del estado general de activacion y
desactivacion de la Proteina c-Abl (Modificado de Nagar et al,. 2003)

Cabe resaltar que si bien el dominio TK de la proteina Bcr-Abl es idéntico al
dominio TK nativo en Abl, la actividad y propiedades atipicas de la proteina de
fusion resulta ser promovida por elementos de estructura contenidos en la
fraccién Bcr. La oncoproteina de fusiébn no contiene la region Cap regulatoria,
mientras que las interacciones entre los dominios SH2 y SH3 son modificadas
por Bcr (Arlinghaus., 2002). Estas alteraciones derivan en la actividad
aumentada del dominio tirosina quinasa del dominio TK-Abl.



Por otro lado, se cree que el dominio Bcr promueve la oligomerizacion de la
oncoproteina. Se ha observado que la formacion del dimero es suficiente para
la activacion desregulada de TK- Abl (McWhirter et al., 1993. Zhang et al.,
2001. He et al., 2002). Debido a que el oncogén Bcr-Abl se expresa en todas
las etapas clinicas de la enfermedad, la proteina Bcr-Abl resultante representa
un blanco farmacoldgico ideal para el desarrollo de nuevos tratamientos contra
la LMC (Cohen, 2002. Noble et al., 2004).

Datos publicados por dos grupos de investigacion diferentes en 1991
(McWhirter y Wang: Muller et al., 1991), demuestran que dos regiones de Bcr
son esenciales para alterar la funciéon de la proteina Bcr-Abl. La region 1,
conformada por los aminoacidos 1-63, y la region 2, conformada por los
aminoacidos 176-242. La region 2 contribuye a la desregulacion de la tirosina
quinasa uniéndose al dominio SH2 de Abl y propiciando su activacion. La
region 1 estd, al parecer, involucrada en un aumento en la unién de actina que

propicia la transformacién celular.

Se sabe que la actividad aumentada de tirosina quinasa de la proteina Bcr-Abl
es crucial para la generacién de células transformadas presentes en la
enfermedad, por lo que la inhibicién de la actividad catalitica se ha convertido
en un importante objetivo farmacol6égico al momento de desarrollar farmacos
contra la LMC.

1.6 Imatinib

El imatinib (STI-571) es un derivado fenilaminopirimidinico que tiene alta
afinidad y especificidad por la quinasa Abl y ha resultado un éxito de la clinica
en el tratamiento de leucemias Bcr-Abl positivas. Su eficacia es del 95% en el
tratamiento de la LMC. También ha mostrado su utilidad en algunos casos de
leucemia linfocitica aguda. El imatinib actla inhibiendo competitivamente el
sitio de unién a ATP, impidiendo la fosforilacion del sustrato, y por tanto regula
de manera negativa la cascada de sefalizacion celular que da lugar al

sindrome proliferativo mieloide (Figura 8; Goldman et al., 2001).



Kuriyan y colaboradores, en el afio 2000, elucidaron la estructura tridimensional
del dominio TK-Abl unido a su inhibidor imatinib. Ellos demostraron que el
inhibidor es especifico para Abl, ya que se une a la conformacién inactiva “DFG
out” de dicho dominio, la cual es diferente a la de otras tirosina quinasas de la
familia Src que guardan homologia con Abl (40% de similitud). En dicha
conformacion, se favorecen una serie de redes de puentes de hidrégeno,
algunos de los cuales le confieren especificidad. Entre ellos se observa el
puente formado por la Met*®. Este Ultimo residuo estad involucrado
directamente con el reconocimiento del nitrdgeno N1 del ATP. Asi mismo, la

interaccion entre los residuos Lys?* y Glu®®®

se presenta en la mayoria de las
quinasas activas y se rompe al inactivarse; sin embargo, en el estado inactivo
de Abl, esta interaccion se conserva, y forma parte de una red de puentes de
hidrégeno que incluye dos moléculas de agua y al Asp®®!, el cual esta
involucrado en la interaccion con el ion Mg®* en el sitio activo. Por otro lado, se
observan numerosas interacciones de van der Waals entre los residuos Tyr®?,
Leu®”°, Phe®® Met*® y 11e®*® y los anillos aromaticos del inhibidor, que dan

como resultado una notoria complementariedad (Figura 9; Kuriyan et al. 2000).
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Figura 8. Modelo general del modo de accion del Imatinib (STI571), actuando
directamente en el sitio de unién de ATP (Goldman y Melo, 2001).
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Figura 9. Dibujo esquemético de las interacciones entre TK-Abl y su inhibidor imatinib.
Los residuos que forman interacciones de van der Waals son sefialados por los
semicirculos con pestafas, los elementos participantes en puentes de hidrogeno estan
representados en diagramas de esferas y barras. Los puentes de hidrégeno estan
dibujados con lineas discontinuas, la distancia entre donador y aceptor esta dada en A.

Si bien el imatinib ha resultado un agente eficaz en el tratamiento de LMC, una
fraccion importante de pacientes termina por desarrollar resistencia al farmaco
y, por consiguiente, acusan una recaida clinica. A nivel molecular, se han
identificado varios de los mecanismos de resistencia a imatinib. De todos estos,
el mas frecuente es la generacion de mutaciones puntuales en el dominio
quinasa de Bcr-Abl, que impide la union del imatinib al sitio TK de Abl
(Capdeville et al., 2002). Los pacientes que debido al desarrollo de resistencia
al farmaco (18%), no alcanzan la remision de la enfermedad al ser tratados con
imatinib, presentan mutaciones puntuales en al menos uno de 13 aminoacidos
gue estan distribuidos a través del dominio quinasa de la Abl (posiciones 250,
252, 253, 255, 289, 315, 317, 351, 396 y 486), ademas de otros cambios que

se distribuyen por fuera del dominio quinasa (Shah et al., 2002).



Si bien estas mutaciones son encontradas en células Bcr-Abl resistentes a
imatinib, no confieren ventaja proliferativa en ausencia del farmaco. Esta ultima
observacion aunada al corto tiempo requerido para la emergencia a la
resistencia sugiere que las mutaciones ya estaban presentes antes del inicio
del tratamiento y fueron seleccionadas debido a la especificidad ejercida por el

farmaco.

1.7 Planteamiento del problema

El presente proyecto forma parte de un estudio global que hemos iniciado
recientemente en nuestro grupo de trabajo, tendiente a entender con mayor
profundidad el funcionamiento de la quinasa Abl, como paso previo para la
busqueda de nuevas estrategias para lograr una inhibicién mas efectiva de Bcr-
Abl. A pesar de la vasta informacion estructural existente a la fecha, la
energética del proceso de uniéon de TK-Abl con imatinib y otros inhibidores no
ha sido descrita. Asi mismo, en una exhaustiva revision de la literatura, no
encontramos estudios que describan con detalle la termodinamica del
reconocimiento de nucle6tidos de adenosina. Establecer la correlacion entre las
propiedades estructurales y energéticas involucradas en el proceso de
reconocimiento molecular por parte de TK-Abl, nos permitird conocer con mas
detalle las bases del funcionamiento de esta enzima. En este trabajo,
realizamos una caracterizacion de la interacciéon de Abl con imatinib y con
nucledtidos de adenosina mediante calorimetria de titulacion isotérmica de alta
resolucién. Esta informacion nos ha permitido desvelar algunos aspectos de las
fuerzas involucradas en el reconocimiento de estas moléculas que compiten

por el mismo sitio de union en la proteina.

Por otro lado, muy poco se conoce aun sobre la estabilidad estructural de TK-
Abl, y sobre la variacién de ésta con respecto a cambios en las condiciones
ambientales. Por tanto, decidimos realizar experimentos de perturbacion

térmica en funcién del pH.



lI.  HIPOTESIS

El oncogén Bcr-Abl es causante de la leucemia mielégena crénica, debido a
que expresa una proteina de fusion con actividad tirosina quinasa desregulada.
Dicha actividad surge de la pérdida de interacciones fundamentales entre el
domino TK y los otros dominios que conforman a Abl no mutante. Por tanto,
conocer en detalle la estabilidad estructural y las propiedades energéticas de
unién del dominio TK aislado, incrementara nuestra comprension sobre las

bases que gobiernan la actividad desregulada de Bcr-Abl.



[ll.  OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar la estabilidad estructural, asi como la afinidad de interaccion de

TK-Abl con nucledtidos de adenosina y con el inhibidor competitivo imanitib.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Expresar y purificar el dominio TK-Abl en estado inactivo.

2. Caracterizar la estabilidad termodindmica y el mecanismo de
desplegamiento térmico del dominio TK-Abl mediante dicroismo
circular en funcién del pH.

3. Evaluar los cambios en la estructura secundaria y terciaria del
dominio TK-Abl al unir nucleétidos de adenosina mediante
dicroismo circular y fluorescencia.

4. Determinar mediante calorimetria de titulacion isotérmica el
mecanismo y parametros de interaccion (entalpia, entropia,
energia libre de Gibbs, constante de afinidad), del dominio con

nucleétidos de adenosina e imatinib.



IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Sobre-expresion del dominio TK-Abl

Los vectores para la expresion del dominio TK nos fueron proporcionados por
el Dr. John Kuriyan, de la Universidad de Berkeley. La secuencia codificante de
la quinasa estd clonada en el vector pET28a (Novagen) entre los sitios de
restriccion Ndel y Xhol, obteniendo un transcrito como el esquematizado en la
Figura 10. Esta construccion fue cotransformada en células E. coli BL21DE3

(Novagen) con el gen de la fosfatasa YopH clonada en el vector pCDFDuet

entre los sitios de restriccidon Ncol y Avrll.

Figura 10. Esquema general del transcrito del dominio TK-Abl en pET28a. En rojo se
muestra la region de la etiqueta hexahistidina, en anaranjado el sitio de corte para TEV y
en azul el inserto de la secuencia codificante para el dominio catalitico de Abl.

Una colonia de cepa BL21DE3 cotransformada con plasmidos pET28-a
(dominio TK-Abl) y pCDFDuet (YopH) crecié a 37 °C toda la noche en medio
Luria Bertani (LB) suplementado con estreptomicina y kanamicina (100 ug/mL).
Este cultivo se diluyd 1:100 en medio LB fresco con estreptomicina y
kanamicina, y se dej6 en agitaciéon continua a 37 °C hasta alcanzar una
densidad 6ptica (OD) a 600 nm de 1.2. Posteriormente, se hizo la induccion de
la expresion de la proteina con IPTG 0.5 mM y se disminuy6 la temperatura del
cultivo a 18 °C. El paquete celular se obtuvo por centrifugacion (10 min a 5,500
rom, 4 °C) y se lis6 en presencia de PMSF 0.01 uM por sonicacion (Misonix
3000) con amortiguador de lisis 50 mM Tris-HCI pH: 8.2, 500 mM NacCl, 5%
glicerol. La fraccién soluble se separ6 de la insoluble por centrifugacion (45 min
a 14,500 rpm, 4 °C). La presencia de la proteina recombinante se siguio
mediante geles de SDS-PAGE tanto en la fraccion insoluble como en la

soluble.



4.1.1 Purificacion del dominio TK-Abl

El sobrenadante fue filtrado en una membrana 0.22 ym y aplicado a una
columna de afinidad a niquel (HisTrap FF, GE Lifescience) a un flujo de 1
mL/min previamente equilibrada con amortiguador 50 mM Tris-HCI, pH 8.2,
100mM NacCl, 5% glicerol, 50 mM de imidazol. La columna fue lavada con 5
volumenes del amortiguador de equilibrado, y luego fue eluida con 3 volumenes
de columna de amortiguador de elucién 50 mM Tris pH 8.2, 500 mM NacCl, 5%
glicerol, 0.5 M Imidazol. Las fracciones fueron analizadas en un gel de SDS-
PAGE.

4.1.2 Corte con la proteasa TEV

La fraccion de elucidén que contiene a la quinasa fue almacenada y cortada con
1 mg de proteasa TEV por cada 25 mg de quinasa a 4 °C por 16 horas para
remover el segmento de hexahistidina. Al término de la incubacioén, la muestra
se filtré en una membrana de 0.22 um y se volvid a realizar otra purificacion por
columna de afinidad a niquel para que en este paso se retenga la TEV (que
también contiene la hexahistidina) asi como el producto resultante del corte,
que contiene a la etiqueta, por lo que el dominio TK-Abl se recuper6 en la
fraccibn no retenida. El rendimiento fue de aproximadamente 75% en la
efectividad del corte. EI dominio TK-Abl fue dializado en 20 volumenes de
amortiguador 20 mM Tris-HCI pH 8.2, 100 mM NaCl, 5% de glicerol, empleando
una membrana de 13 kDa.

4.1.3 Purificacion por columna de intercambio catiénico

Una vez realizado el corte con TEV, la proteina fue purificada por cromatografia
de intercambio anidnico para remover la fosfatasa y la TEV remanente en la
muestra. La proteina dializada y cortada fue cargada en una columna de
intercambio cationico (HiTrap Q FF, GE Lifescience), equilibrada con 20 mM
Tris-HCI, pH 8.2, 20 mM NacCl, 5% glicerol (Amortiguador QA).



La proteina fue eluida en un gradiente lineal de 0 a 100% de amortiguador QB
(Amortiguador QA méas 1M NaCl), obteniendo la elucion del dominio TK-Abl al
55% del gradiente segmentado de cloruro de sodio (NacCl).

La proteina obtenida fue concentrada a 1 mg/mL y conservada a -70 °C. La
concentracion de la misma fue determinada espectrofotométricamente a 280

nm, usando un coeficiente de extincién de 60 550 Mcm™,

Mediante este protocolo, logramos obtener entre 7 y 10 mg de proteina pura

por litro de cultivo de bacteria.

4.2 Fluorescencia de unién a ADP e Imatinib

La fluorescencia es una categoria de luminiscencia que ocurre en un
importante nimero de moléculas aromaticas y experimentalmente se suele
registrar mediante los espectros de emision obtenidos en una zona del
espectro de menor longitud de onda con respecto a la onda de excitacion. Este
espectro de emision es una gréfica de la intensidad de luz fluorescente en
funcion de la longitud de onda de la luz emitida. La energia puede dispersarse
mediante colisiones inter e intramoleculares, fenédmeno que causa un
apagamiento de la emision fluorescente (disminucion del rendimiento cuantico).
Las moléculas que causan este fenbmeno son denominadas apagadores, ya
que ocasionan el regreso del fluoréforo al estado energético basal de manera
no radiativa. A partir de este fendmeno de apagamiento se puede obtener
informacion sobre ciertos procesos moleculares en la solucion, asi como sobre
el ambiente quimico promedio adyacente al fluoréforo.

Los fluoréforos se pueden dividir en 2 clases generales: intrinsecos y
extrinsecos. Los intrinsecos son aquellos que se presentan naturalmente, como
el grupo indol del triptéfano, fenol de la tirosina y benceno de la fenilalanina. En
el caso de los extrinsecos, son los que se agregan a la muestra que no
muestra propiedades de fluoréforo, como son los colorantes de DNA (acridina y
bromuro de etidio); o ANS (8-anilino-1-naftalensulfonato), TNS (2-p-toluidinil-6-

naftaleno de acido sulfénico) en estudios de proteinas.



4.2.1 Protocolo experimental

Con la finalidad de observar si ocurria union entre la proteina y los ligandos, en
el presente proyecto realizamos ensayos de titulacion fluorimétrica. La
concentracion de proteina TK-Abl fue de 5.75 uM, usando soluciones stock ya
sea de ADP (10 mM) + 5 mM de Mg?*, o de imatinib (6 mM). La proteina fue
titulada secuencialmente afiadiendo alicuotas de 10 uL de MgADP o 2 uL de
imatinib en experimentos separados, hasta que la sefial no cambiara
significativamente. La fluorescencia de emision fue monitoreada en el intervalo
de 300 a 460 nm, mientras que la excitacion se realizé6 a 280 nm. Las
mediciones se realizaron en un equipo OLIS DM45, usando celdas de cuarzo

con 1 cm de trayectoria Optica.

4.3 Dicroismo circular, prediccion de estructura secundaria y
determinacion de la estabilidad

La teoria de dicroismo circular (DC) fue desarrollada por Biot y Fresnel
(Neumann y Snatzke, 1990). Un rayo de luz polarizado en un plano puede
considerarse formado por dos componentes polarizados circularmente, uno a la
derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan en fase y son de la
misma amplitud. Al pasar por un medio épticamente activo, cada componente
interactia de manera diferente con los centros quirales de las moléculas
presentes. La interaccibn de la radiacion con la muestra induce un
desfasamiento y un cambio de magnitud diferenciales en ambos componentes
circularmente polarizados de la luz y estos fendmenos provocan que la luz

emitida se desplace en trayectoria eliptica (Correa D., 2009; Figura 11).
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Figura 11. Esquema de los componentes de un haz de luz plano-polarizado. Se
representan los vectores de los componentes del haz antes de llegar a la muestra. Esos
mismos vectores después de interactuar con la muestra 6pticamente activa.



El dicroismo circular es una de las técnicas que permite determinar la
estructura secundaria de proteinas y monitorear cambios en dicha estructura.
Es el puente de unién entre la secuencia (estructura primaria) y las técnicas
cristalograficas o0 RMN (estructura terciaria). EI cromo6foro en el UV lejano (180
a 250 nm) es el enlace peptidico. EI DC en el UV lejano permite obtener
medidas empiricas de la estructura de la proteina y su conformacion. Se puede
diferenciar el contenido relativo de hélices a, hebras B y giros en la estructura.
Las amidas como cromoforo tienen dos transiciones de baja energia que han
sido caracterizadas como n_—nT* y ng —TT, que muestran dicroismo circular a
215-230 nm y 185- 200 nm, respectivamente. La transicion n_—>Tr* es causante
de las bandas negativas observada una a 222 nm, caracteristicas de las
hélices a y otra entre 216-218 nm, caracteristica de hebras-f. La transicion ng
—TT es responsable de la banda positiva a 190 nm y de la banda negativa a
208 nm, caracteristica de hélices a; asi mismo, incluye la banda positiva a 198
nm, caracteristica de hebras [3.

La Figura 12 muestra los espectros en el UV lejano caracteristicos para
proteinas con estructura dominada por hélices a, de hebras 3 o carentes de
estructura secundaria. En un ensayo de DC, una sefal negativa significa que
se absorbe preferentemente luz polarizada a la izquierda y una sefal positiva
gue se absorbe preferentemente luz polarizada a la derecha. El espectro para
una proteina con estructura predominante de hélices a tiene dos bandas
negativas de magnitud similar a 222 y 208 nm, y una banda positiva a 190 nm
(Figura 12). El espectro para una proteina en donde las hebras B son
predominantes presenta una banda negativa entre 210-220 nm y una banda
positiva entre 195-200 nm (Figura 12). El espectro para una proteina sin
estructura secundaria repetitiva presenta una banda negativa predominante a
200 nm (Kelly S., 2000; Figura 12).
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Figura 12. Espectro de UV-lejano en DC caracteristico de proteinas con estructura
predominante de a-hélice, de hoja-p 0 una proteina sin estructura secundaria.

El dicroismo es una potente técnica para esclarecer los mecanismos de
desplegamiento y estabilidad de las proteinas. Bajo un modelo simple de dos
estados, la estabilidad de cada parte de la estructura es dependiente de las
otras partes, por lo que las estructuras parcialmente son inestables con
respecto a las estructuras nativas y completamente desplegadas; asi que la

reaccion en la presencia de agente desnaturalizante o elevadas temperaturas,
puede describirse por la ecuacion:

N-D (ec 4.1)
Para una transicion de dos estados la constante de equilibrio esta expresada
como: Kp=[D] /[N]

(ec 4.2)
La fraccion de especies desnaturalizadas se puede medir con técnicas

biofisicas 0 espectroscépicas, y se define al parametro "y" observable que es
utilizado para seguir la desnaturalizacion. El valor de ese pardmetro debe
modificarse con los cambios en la conformacion molecular, y de esa manera es
posible medir indirectamente la transicion; las muestras en estado nativo asi
como en estado desplegado deben poseer sus propios valores del parametro
observable "y ", siendo yn Y Yb, respectivamente. Estos valores dependen de la
concentracion de agente desnaturalizante (temperatura en este caso), lo que

hace necesaria su extrapolacion lineal a cualquier punto de la transicion.



Asi mismo, se definen fy y fp, como las fracciones de proteina nativa y

desnaturalizada respectivamente, de acuerdo a un simple balance de masa se

tiene:
fntfp=1 (ec 4.3)
y de igual forma:
y = ynfn+ Yofo (ec 4.4)
de las ecuaciones anteriores, puede obtenerse el valor fp:
fo - (y-yn)/(Yo-yn) (ec 4.5)

Esto implica que en cualquier punto de la transicion es posible conocer
la fraccién de proteina desnaturalizada a partir del valor del parametro "y",
y de la extrapolacién lineal de los valores de yy Y yp. Asi mismo, pueden
calcularse la constante de equilibrio Kp y el cambio de energia libre del

proceso (AG).
KD: [D] / [N] = fD / fN = fD/l' fD (ec 4.6)
Kp = exp (AG/RT) (ec 4.7)

Sustituyendo 4.3, 4.4y 4.5 en la ecuacion 4.6, se obtiene:

Ko = (yn - Y)/(y - yo) (ec 4.8)
Los estudios del desplegamiento térmico son importantes porque a través
de ellos es posible obtener los parametros termodinamicos de la transicion.
Utilizando la ecuacién de van't Hoff (InKp contra 1/T) se puede conocer el
cambio de entalpia del proceso de desplegamiento, sabiendo que la
pendiente de dicha curva es:

dInKp/d(1/T)=-AH/R (ec 4.9)

Si este ultimo valor es evaluado a la temperatura que corresponde a la

mitad de la transicion (Tm), enla que el valorde Kp =fp/fy =1y por lo tanto

el valor del cambio de energia libre es cero, es posible estimar el cambio de
la entropia durante la reaccion de desplegamiento:

ASmM=AHM/Tm (ec 4.10)

El cambio de la capacidad calorifica del proceso ACp estd dado por la

derivada parcial de AH con respecto de la temperatura:
dAH/dT=ACp (ec 4.11)



4.3.1. Protocolo Experimental

Los ensayos de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro
Jasco J-750 acoplado a un sistema Peltier, con celdas de cuarzo con una
trayectoria Optica de 0.1 cm. Las mediciones se realizaron en funcién del pH,

tal como se detalla en la Tabla 1.

Buffer pH

25 mM Tris-HCI 8.2
25 mM Tris-HCI 7.2
10 mM Cacodilatos 6.5
10 mM Acetatos 4.5
10 mM Citratos 3.5

Tabla 1. Buffers empleados en los experimentos de Dicroismo Circular para cada una de
las pruebas en funcion del pH indicado.

Las transiciones de la desnaturalizacion/renaturalizacion térmica se siguieron
midiendo el cambio en la sefal en la elipticidad a 208 nm en un intervalo de
temperatura entre los 20 y 80 °C. La velocidad de calentamiento/enfriamiento
fue de 1 °C por minuto. Las concentracibnes de proteina estuvieron en el
intervalo de concentracion de 0.12 -0.20 mg/mL para los experimentos en
funcién del pH, y de 0.39 mg/mL con 0.6 mM de ATP y 5 mM Mg?" para el
experimento es presencia del nucleétido. El espectro fue medido en el
UV-lejano en un intervalo de longitud de onda de 250 a 190 nm.



4. 4. Calorimetria de Titulacién Isotérmica. Unién de ATP e Imatinib

4.4.1 Calorimetria de Titulacion Isotérmica

El proceso de reconocimiento y union que se lleva a cabo entre la proteina y su
ligando, su relacion con la funcién biologica y su posible aplicacion en la
ingenieria de proteinas han generado el interés de varios grupos de
investigacion. El entendimiento total de la interaccion proteina-ligando requiere
de la resolucion de las propiedades biofisicas de ambos, asi como el
conocimiento conformacional y estructural a nivel atbmico de la proteina, el
ligando y el complejo. Con la finalidad de resolver este proceso, diversas
técnicas se han utilizado de forma complementaria. Algunas se han basado en
la determinacion directa de las especies presentes en el sistema como la
ultracentrifugacion y dialisis, obteniéndose valores de estequiometria y
constantes de unién. Otras permiten medir la sefial proporcional al avance de la
reaccion. Dentro de este segundo grupo estd la calorimetria, con la que se
obtienen valores sobre cambios de entalpia y capacidad calorifica, con la
finalidad de conocer la energia del proceso de interaccion (Velazquez-Campoy
y Freire, 2005).

A patrtir de las estructuras cristalogréaficas ha sido posible inferir la estructura de
las proteinas aisladas en complejos con sus ligandos o con un anélogo,
tratando de conocer el mecanismo que llevan a cabo durante su
funcionamiento y dilucidando los posibles residuos involucrados en el
reconocimiento. Sin embargo, con la simple estructura no se pueden conocer
las variables que influyen en el reconocimiento del ligando y son necesarias
otras herramientas para poder entender el proceso a nivel microscopico. Como
complemento, el estudio de cinética de reacciones y el efecto de las
mutaciones sobre la velocidad de reaccion han sido Utiles para descifrar el

posible mecanismo de unién de las proteinas.



Durante el reconocimiento molecular, las fuerzas de interaccion que se pueden
dar entre a&tomos o moléculas son de origen electrostatico, incluso las que se
llevan a cabo entre moléculas no polares. El calculo de estas interacciones
electrostaticas en las proteinas ha sido dificil por la heterogeneidad local en su
estructura. Dentro de las fuerzas intermoleculares que contribuyen a la

estabilizacion de los complejos estan:

Puentes de hidrogeno. Ocurren cuando 2 atomos electronegativos compiten
por el mismo atomo de hidrégeno que se encuentra unido covalentemente a
uno de los a&tomos (donador). Su configuracion Optima es lineal, teniendo
pequefios cambios de energia por la inclinacién. En general, la fuerza de los
puentes de hidrégeno se encuentra dentro del rango de 2-10 kcal/mol (12-38

kJ/mol) a temperatura ambiente.

Puentes salinos o enlace ionico. Al formarse un ion, existe el reacomodo de los
orbitales en el a&tomo. Asi, los que quedan con el orbital de valencia lleno
guedaran con electrones en exceso (carga negativa) y los que queden con un
orbital vacio tendran una deficiencia electrénica (carga positiva). Dos atomos
con esta caracteristica pueden unirse por la accion electrostatica de sus cargas

formales, creando un enlace iénico.

Interacciones de van der Waals. Son débiles y de corto alcance, existiendo una
distancia interatdbmica donde se alcanza la interaccién mas favorable. Pueden
ser de 2 tipos: entre un dipolo inducido y un dipolo permanente, y entre dipolos
inducidos. Este tipo de interacciones a menudo son representadas por la
energia potencial (Ep) en funcion de la distancia e incluyen las fuerzas
atractivas (1/r°) y repulsivas (1/r*?) en un campo cerrado (potencial de Lennard-

Jones), donde r es la distancia entre los centros de los atomos.

Union hidrofébica o efecto hidrofobico. Es una forma de describir la tendencia
de transferencia de componentes no polares de una solucién acuosa a una
fase organica. Por lo general no se produce un gran cambio en la entalpia del
sistema, pero si un aumento de la entropia debido a la liberacién de moléculas

de agua solvatantes. La energia de este tipo de interacciones es proporcional



al area que se oculta al solvente, y es una contribucion importante en la

estabilidad de las proteinas (Fersht, 1999).

Es importante reconocer que la dependencia del proceso de las interacciones
moleculares dentro de la proteina, entre proteina-solvente y proteina-ligando,
hacen necesaria una caracterizacion energética lo mas detallada posible, para

poder entender las fuerzas moleculares que actian en el reconocimiento.

El andlisis para descifrar las interacciones proteina-ligando desde un enfoque
energético del proceso coloca a la calorimetria como método para entender las
fuerzas moleculares que actian en el reconocimiento de manera global,
dividiendo la energia de asociacion (AG) en sus componentes entalpico y
entropico. La energia del equilibrio proteina-ligando puede ser tipicamente
caracterizada por 4 parametros termodinamicos: energia libre estandar AG®,
entalpia molar estandar AH°, entropia molar estdndar AS° y la capacidad

calorifica molar estandar ACp°.

Calorimétricamente, la constante de equilibrio, K,, y la entalpia de unién, AH,,
se pueden obtener directamente del experimento. Una vez determinados, es
posible calcular tanto la energia libre de asociacion (AG,;) como el cambio de

entropia, AS,, de acuerdo con:

AG, = -RT InK,;= AH,-TAS, (ec. 4.12)

Donde R es la constante de los gases (1.9872cal/K mol) y T es la temperatura

absoluta (Kelvin).

En la formacién de complejos proteicos, la determinacion de estos parametros
no esta solo dirigido a incrementar el conocimiento de los factores subyacentes
gue contribuyen a la relacion estructura-estabilidad-funcién, a la vez, el
propésito es generar valoraciones cuantitativas de las interacciones con la
suficiente precision como para generar un marco apropiado para el disefio de

farmacos e ingenieria de proteinas (Ladbury JE., 2010).



Para poder comprender mejor la caracterizacion termodinamica hay que tener
en claro el significado de cada uno de los parametros termodinamicos

presentes en la ecuacion 4.12.

Entalpia (AH). El parametro termodinamico AH representa el flujo de calor en
cambios quimicos que se efectdan a presion (P) constante. A P constante el
AH es igual al calor (g) que involucra el sistema por lo que se cumple AH = g,
lo que indica que el AH es igual al calor ganado o perdido a presion constante.
Por lo tanto, si AH es positivo (q,>0) el sistema habra absorbido calor, por lo
que el proceso es endotérmico y se considera entélpicamente desfavorable.
Por el contrario, si AH es negativo (qp<0) el sistema habra liberado calor, por lo
que el proceso es exotérmico y se considera entalpicamente favorable. En las
reacciones de reconocimiento molecular que se llevan a cabo en un medio
acuoso el AH es aproximadamente igual al cambio en la energia interna de los
solutos y del solvente. EI AH favorable resulta de cambios en formacion de
interacciones electrostaticas (AHeec) Y contactos de van der Waals (AHyqw)
entre las moléculas interactuantes, que conforman el AH intrinseco de la
proteina. EI AH desfavorable se relaciona con la desolvatacion de grupos
polares y no polares (AHsovatacion). El cambio en la entalpia en el proceso de

asociacion (AH,) se puede expresar como:

AHa= AHintrinseco * AHgesolvatacion (ec. 4.13)

Entropia (AS). Las principales contribuciones a la entropia son el cambio tanto
en la entropia de solvatacion (ASs,), conformacional (AScons) Y roto-traslacional
(ASiottras). El primero de ellos es favorable para la unién y se origina de la
liberacion de las moléculas de agua que se encuentran solvatando de forma
parcial o completa del sitio de union y el ligando. Este efecto es la fuerza
predominante en la asociacion de grupos hidrofébicos. El (AScon) es casi
siempre desfavorable ya que el proceso de union involucra la perdida de
grados de libertad conformacional de la proteina y el ligando. El (ASittas) €Sta
asociado a la reduccién del numero de particulas en el medio que se lleva a

cabo después de la unién, es desfavorable por que existe una perdida en los



grados de libertad de rotacion y traslacion en las moléculas. ElI cambio en la

entropia del proceso de asociacion (AS,) se puede expresar como:

ASa= AScont + ASsoly + ASiot-tras (ec. 4.14)

Energia libre de Gibbs (AG). La energia libre de Gibbs o energia libre es el
término termodindmico que se caracteriza por dar la condicion de equilibrio y
de espontaneidad de una reaccion a P y T constantes. Dependiendo del valor y
del signo de AG a T y P constantes, se puede establecer si un proceso es
espontaneo (AG<O0, favorable) o no (AG>0, desfavorable), o bien si se

encuentra en equilibrio (AG=0). De acuerdo a la ecuacion 4.12.

El calorimetro de titulacion isotérmica (CTI) es un dispositivo compuesto de dos
celdas idénticas, rodeadas por una cubierta adiabética y en el que sensores
detectan la diferencia de temperatura entre las dos celdas y entre éstas y la
chaqueta. Para realizar un experimento, la muestra es colocada en la celda de
muestra, y la celda de referencia es llenada con el amortiguador o agua. Antes
de comenzar la titulacion una potencia constante es aplicada a la celda de
referencia. Esta sefial activa el circuito de alimentacion localizado en la celda

de muestra y representa la linea base (Figura 13).
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Figura 13. Esquema bésico del funcionamiento de un calorimetro de titulacion isotérmica en
donde se ejemplifican los tipos de isétermas esperadas y la cantidad de datos que obtenemos a
través del uso del mismo gréfico.

Experimentalmente, se observa directamente la diferencia de potencia aplicada
para mantener la temperatura de las dos celdas idéntica con respecto al
tiempo. En el experimento de titulacién, después de cada adicion de una
pequefia alicuota de ligando, el calor liberado o absorbido en la celda de
muestra es medido con respecto a la celda de referencia. Durante la secuencia
de inyecciones, el intercambio de calor de la celda de muestra dependera del
tipo de reaccion, es decir, si es exotérmica o endotérmica (Veldzquez-Campoy,
2004). Para una reaccion exotérmica, la temperatura de la celda de muestra se
incrementa y el poder de alimentacion es desactivado para mantener la
temperatura entre las dos celdas igual. En una reaccion endotérmica la

temperatura de la celda disminuye, incrementandose el poder de alimentacion.



Para cada inyeccidon, es posible obtener el calor asociado a la reaccion
integrando el &rea bajo cada pico de la sefial medida, que es proporcional a la
fraccion de ligando unido, y se puede representar con la ecuacion 4.15 para el
caso de un modelo de un solo tipo de sitios independientes. El andlisis de este
calor de reaccion en funcidn de la concentracion, provee de una caracterizacion
termodinamica completa, determinandose la constante de asociacion K,, la
entalpia de union AH, y la estequiometria n en un solo experimento

(Velazquez-Campoy y Freire,2005).

1+[M]t- Ka: n—/(1+[M]t: Ka- n—[L])2—4KaL
2Ka

Q=Vo- AHa-[L] + [ (ec. 4.15)

donde V, es el volumen de la celda, [M]; es la concentracion total de la
molécula (incluyendo las fracciones libres y en el complejo), y [L] es la
concentracion de ligando libre (Murphy y Freire, 1992).

4.4.2. Protocolo experimental

Las fracciones ricas en el dominio catélitico TK-Abl fueron dializadas en
amortiguador 50 mM Tris-HCI, pH 8.2, 300 mM NaCl, 5% glicerol, y
posteriormente concentradas en Amicon (Millipore) con membrana de 14,000
daltones de corte. Para las determinaciones calorimétricas la concentracion
final de proteina estuvo en el intervalo de 14 a 34 pM. Las soluciones de
MgATP fueron preparadas utilizando el amortiguador de didlisis, adicionado
con 5 mM de MgCl, para garantizar que el equilibrio quimico esté desplazado
hacia la presencia del complejo MgATP. La concentracion fue determinada
utilizando el coeficiente de extincion molar para ATP de 15,600 M™* cm™ a 259
nm. La concentracion de ATP estuvo entre 1.2 a 2.0 mM. La concentracion de
imatinib fue determinada utilizando el coeficiente de extincion molar de 43,400

M™ cm™ a una longitud de onda de 417 nm.



V. RESULTADOS

En el presente trabajo, se muestran datos obtenidos del dominio tirosina
quinasa de Abl (TK-Abl) en su forma desfosforilada e inactiva. En la primera
parte de esta seccion se muestran los resultados obtenidos de la sobre-
expresion y purificacion de TK-Abl. Los datos sobre perturbacion térmica en
funcién del pH son presentados en la segunda parte. Para esclarecer si el
comportamiento de estabilidad térmica observado en TK-Abl es compartido por
otros miembros de la familia tirosina-quinasas, se caracteriz6 también el patron
de desplegamiento del dominino catalitico recombinante de la proteina Src en
funcién del pH. En la tercera parte, se muestran los resultados obtenidos de las
titulaciones seguidas por fluorescencia intrinseca. En la parte final, mostramos
los resultados calorimétricos de la unién de TK-Abl a MgATP y al inhibidor

imantinib.

5.1 Sobre-expresion y purificacion de los dominios TK-Abl y TK-Src

Los plasmidos donados por el Dr. John Kuriyan que contienen los dominios
cataliticos de Abl y Src, fueron primero digeridos para obtener los patrones de
restriccion correspondientes (Figura 14) y luego mandados a secuenciar.
Ambas pruebas confirmaron la integridad de las construcciones. La expresion
de ambos dominios se hizo en la cepa BL21 (DE3), genotipo: F~ ompT gal dcm
lon hsdSg(rs” mg) A(DE3), que contiene el lisogeno DE3 y es utilizada para
expresar proteinas en una alta cantidad. Esta cepa posee una mutacion no
caracterizada que le confiere resistencia a la muerte celular asociada con la
produccion de ciertas proteinas recombinantes toxicas (LaVallie et. al., 1993).
Usando la cepa BL21 (DE3), obtuvimos una buena produccion de proteina
soluble para ambas muestras (7 mg por litro de cultivo para Abl y 12 mg por
litro para Src), La Figura 15 muestra el seguimiento por SDS-PAGE de la

purificacion progresiva de los dominios.
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Figura 14. Mapa de restriccion de los dominios tirosina-quinasa de Abl y Src en el vector de
expresion pET28a (3552 pb). Cada uno de los insertos estd formado por 846 pares de bases.
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Figura 15.Monitoreo por SDS-PAGE de la purificacién parcial del dominio TK-Abl (izquierda) y del
dominio TK-Src (derecha) por medio de una columna de afinidad a niquel. Ambos dominios
muestran un corrimiento electroforético consistente con la masa esperada de 32.8 kD.

El dominio TK-Abl fue sometido a una reaccién de corte con la proteasa del
virus del grabado del tabaco (TEV, por sus siglas en inglés), la cual reconoce
un sitio especifico de corte de 7 residuos Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn|Gly. En
promedio, se obtuvo una eficiencia en la digestion proteolitica de
aproximadamente 75%. La razén de esta eficiencia se debe en parte a que la

actividad de esta proteasa es Optima a 30 °C; sin embargo, en el presente



estudio se realizé la reaccion a 10 °C, ya que a temperaturas mayores de
25 °C, como se muestra mas adelante, el dominio es inestable y tiende a
agregarse.

Para remover los ultimos residuos de TEV y otras proteinas que pudieran
quedar en la muestra, se realiz6 un paso adicional de purificacion en una
columna de intercambio cationico por cromatografia liquida de alta resolucién,
observando una fraccion eluida en 550 mM de NaCl, correspondiente a nuestra
proteina de estudio practicamente pura (Figura 16).
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Figura 16. Purificacion de los dominios TK-Abl y TK-Src después del corte con TEV, por medio
de una columna de afinidad a niquel y subsecuente paso por una columna de intercambio
catiénico.



5.2. Mediciones espectroscopicas

5.2.1. Dicroismo circular

Establecer la estabilidad estructural del dominio TK en funcion del pH y la
temperatura fue importante para determinar las condiciones en las cuales
podriamos realizar los estudios de reconocimiento molecular, asi como
esclarecer el mecanismo de desplegamiento de esta proteina. La Figura 17
muestra espectros de DC en el UV-lejano del dominio TK-Abl a 20 °C en
funcién del pH. Los espectros exhiben la forma tipica de una proteina
enriquecida con hélices a y hebras . La semejanza entre los espectros indica
que la estructura secundaria del dominio se mantiene practicamente invariante

en el intervalo de pH analizado.
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Figura 17. Espectros de DC en el ultravioleta lejano del dominio TK-Abl tomado a 20 °C en
funcién del pH.

La Figura 18 muestra los espectros a los diferentes valores de pH, tomados a
baja y alta temperatura, al haber sometido a la proteina a un ciclo de
calentamiento/enfriamiento entre 20 y 80 °C. El espectro a 80 °C, pH 8.2
(simbolos rojos), muestra que la proteina sufrié un cambio conformacional por

perturbacion térmica considerable, aunque la sefial positiva exhibida debajo de



200 nm de longitud de onda sugiere la conservacion de una cantidad residual
de estructura secundaria. Al ser enfriada la solucién y tomarse nuevamente el
espectro a 20 °C (simbolos verdes), se observd un espectro completamente
superponible al de 80 °C. Por tanto, se concluye que bajo las condiciones de
estudio, el proceso de desplegamiento térmico del dominio TK-Abl es
irreversible. Conforme el pH se fue acidificando, la sefial remanente de DC a 80
°C se fue incrementando. Por debajo del punto isoeléctrico del dominio (pl=
5.7), se observaron variaciones marginales de sefial con respecto a la forma
nativa, los cuales fueron completamente reversibles al regresar a temperatura

ambiente.

La Figura 19 muestra los barridos de temperatura obtenidos a los diferentes
valores de pH, seguidos a una longitud de onda fija de 208 nm y una velocidad
de calentamiento de 1 °C/min (simbolos negros). Posteriormente, se realiz6 el
barrido de enfriamiento hasta regresar a la temperatura original de 20 °C
(simbolos rojos). A pH 8.2, el barrido mostré una transicion aparentemente
monofasica (Figura 19A). La pérdida de estructura secundaria a este pH
comenz6 alrededor de los 35 °C vy finalizé alrededor de los 60 °C, indicando
una baja estabilidad térmica del dominio. En el barrido de enfriamiento, se
observa que el dominio no tiene la capacidad de replegarse en las condiciones
de estudio. A pH 7.2, la estabilidad del dominio se incrementa con respecto a
pH 8.2, con una variacién en la temperatura media aparente de la transicion
(Tmy,) de ~6 °C (Tabla 2). Se observa también que en el perfil térmico
comienza a insinuarse la ocurrencia de dos transiciones. El barrido térmico a
pH 6.5 (Figura 19C) muestra ya claramente dos transiciones, presumiblemente
cada una correspondiente al desplegamiento de uno de los dos I6bulos del
dominio tirosina-quinasa; la primera transicion comienza en 40°C y finaliza en
52°C, mientras que la segunda transicion empieza en 58°C y termina en 76°C.
La Tmgp para cada transicion se muestra en la Tabla 2. A valores de pH por
debajo del pl (Figura 19D-E), no se observo una pérdida abrupta de estructura
secundaria, manteniéndose el espectro a alta temperatura muy semejante al de
baja temperatura, sugiriendo que en estas condiciones el estado nativo de la

proteina es muy estable.
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Figura 18. Espectros de DC en el ultravioleta lejano del dominio TK-Abl, A) 25 mM TRIS-
HCI, pH 8.2, B) 25 mM TRIS-HCI, pH 7.2, C) 10 mM Cacodilato, pH 6.5, D) 10 mM Acetatos,

pH 4.5, E) 10 mM Citratos, pH 3.5. En simbolos negros la proteina nativa, en rojo la proteina
a 80 °C y en verde a 20 °C al ser vuelta a enfriar.
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Figura 19. Barrido térmico del dominio TK-Abl en funcién del pH seguido por dicroismo
circular en el UV lejano a una longitud de onda fija de 208 nm. A) 25 mM TRIS-HCI, pH 8.2,
B) 25 mM TRIS-HCI, pH 7.2, C) 10 mM cacodilato, pH 6.5, D) 10 mM acetatos, pH 4.5, E)

10mM citratos, pH 3.5. En simbolos negros
rojos el enfriamiento de 80 a 20 °C.

el calentamiento de 20 a 80 °C, en simbolos



pH Tmgyp (°C)

8.2 39.5

7.2 45.2

6.5 (primer transicion) 44.0
6.5 (segunda transicion) 69.8

Tabla 2. Temperatura media aparente para cada transicién del dominio TK-Abl en funcién del pH.

El siguiente paso fue tratar de establecer si existia una correspondencia entre
las dos transiciones observadas a pH 6.5 y los dos I6bulos que conforman el
dominio TK-Abl. Como se mencion6 en la introduccion, el l6bulo C tiene la
capacidad de unir una molécula de &cido miristico como medio de auto-
inhibicion de la proteina (Figura 20). A pH 6.5, la solubilidad de este acido
graso saturado de 14 atomos de carbono es muy baja (< 0.1 mM), por lo que
decidimos ocupar en su lugar dodecil sulfato de sodio (SDS), cuya solubilidad
es mucho mayor (~8 mM), facilitando de esta manera el manejo experimental
de las muestras. Como se ha demostrado para otras proteinas, el SDS es un
excelente analogo de acidos grasos como el miristico y el ladrico (Gutiérrez-
Magdaleno et al., 2013).

Subdominio mayor
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Figura 20. Estructura tridimensional del dominio TK-Abl, sefialando algunos de sus
componentes. Se muestra la estructura quimica del &cido miristico y del SDS (Modificado de
Hantschel et al., 2003).



La Figura 21A muestra el espectro de DC en el UV-lejano del dominio TK-Abl a
20 °C, pH 6.5, en presencia de 200 pM de SDS. Al igual que en los
experimentos anteriores, el espectro en presencia de SDS exhibe la forma
tipica de una proteina enriquecida con hélices a y hebras B (simbolos negros).
Se muestra también el espectro de dicroismo a 80 °C (simbolos rojos), donde
se observa que la proteina conserva a esta temperatura mayor elipticidad que
en ausencia de SDS. La Figura 21B muestra el barrido térmico. Al calentar la
muestra a 80 °C (simbolos azules), se observa una sola transicion para este
desplegamiento y una alta conservacion de la sefial, indicativo de que se
conserva aun una gran cantidad de estructura secundaria, al realizar el
enfriamiento de la muestra a 20 °C (simbolos rojos) se observa la no
recuperacion de la estructura secundaria, indicando que el desplegamiento de

la proteina sigue siendo irreversible en presencia del ligando.

La Figura 22 muestra la comparacion del barrido térmico del dominio TK-Abl a
pH. 6.5 en ausencia (simbolos negros) y presencia de SDS (simbolos azules).
Se aprecia claramente que el SDS estabiliza la segunda transicién observada
en ausencia de ligando. En cambio, modifica tan s6lo marginalmente la Tmy, de
la primera transicion (44.0 y 42.2 en ausencia y presencia de SDS,
respectivamente). Por tanto, es posible concluir que en la forma apo de la
proteina a un pH de 6.5, el I6bulo N o subdominio menor presenta una
termorresistencia menor a la del lobulo C. A su vez, estos resultados
establecen que el dominio TK-Abl sigue un mecanismo de desplegamiento por
etapas, siguiendo un orden de perturbacién de los Iébulos como el que se
muestra en la Figura 23. Por otro lado, es interesante observar que en
presencia de SDS, el desplegamiento del I6bulo N comienza a menor
temperatura que en ausencia del ligando. Este resultado seria consistente con
un escenario en el que el SDS estabiliza al I6bulo C a costa de romper
interacciones de éste con el I6bulo N. De comprobarse dicho escenario, se
estaria evidenciando la existencia de cierto grado de acoplamiento en la
estabilidad de los dos lébulos. A su vez, sugeriria que el mecanismo
subyacente de inhibicion del N-cap consiste en parte en provocar el
desacoplamiento entre los dominios, con la presumible desorganizacion del

sitio activo.
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enfriamiento de 80 a 20 °C
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Figura 22. Barrido térmico seguido a una longitud de onda fija de 208nm. En simbolos
negros se observa el desplegamiento del dominio TK-Abl en ausencia del ligando, en
simbolos azules se observa el desplegamiento en presencia de ligando. Ambos
experimentos en buffer 10 mM cacodilato, pH 6.5
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Figura 23. Modelo de desplegamiento térmico para el dominio TK-Abl a pH 6.5.

Con el fin de explorar si el comportamiento de TK-Abl es compartido por otros
miembros de la familia de tirosina-quinasas, realizamos una caracterizacion del
desplegamiento térmico del dominio TK-Src. La identidad entre los dos
dominios es de 42%, mientras que el RMSD entre sus estructuras
tridimensionales es de 3.0-3.2 A (Dixit y Verkhivker, 2009, Figura 24). La Figura
24 muestra los espectros de DC en el UV-lejano del dominio homélogo a 20 °C
en funciéon del pH. Al igual que con TK-Abl, los espectros de TK-Src exhiben la
forma tipica de una proteina enriquecida con hélices a y hebras  a lo largo de

todo el intervalo de pH muestreado.
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Figura 24. Izquierda. Espectros de DC en el ultravioleta lejano del dominio TK-Src, en
amortiguador 25 mM TRIS-HCI, pH 8.2, 25 mM TRIS-HCI, pH 7.2, 10 mM Cacodilato, pH 6.5,
10 mM Acetatos, pH 4.5, 10 mM Citratos, pH 3.5. La temperatura utilizada fue de 20 °C. La
concentracion de proteina vario de 3.87 yM a 6.61 yM (0.12 a 0.20 mg/mL). Derecha.
Alineamiento de las estructuras del los dominios quinasa TK-Abl (cian) y TK-Src (magenta).



En la Figura 25 se muestra los espectros de TK-Src tomados a diferentes
temperaturas. Al igual que TK-Abl, esta quinasa muestra un desplegamiento
térmico irreversible, y una progresiva estabilizacién estructural conforme el pH
se vuelve mas acido, mostrando una notoria termorresistencia por debajo de su
pl = 5.6. En el caso de TK-Src, el desplegamiento a pH 8.2 muestra dos
transiciones claramente desacopladas (Figura 26A), mientras que a valores de
pH 7.2 y 6.5 se observa el traslape de las mismas (Figura 26B-C). Por tanto, el
estudio de TK-Src confirma que los asi llamados dominios tirosina-quinasa en
realidad estan compuestos por al menos dos dominios o unidades cooperativas

de plegamiento.
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Figura 25. Espectros de DC en el
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ultravioleta lejano del dominio TK-Src, A) 25 mM TRIS-

HCI, pH 8.2, B) 25 mM TRIS-HCI, pH 7.2, C) 10 mM Cacodilato, pH 6.5, D) 10 mM Acetatos,

pH 4.5, E) 10 mM Citratos, pH 3.5.
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Figura 26. Desplegamiento térmico del dominio TK-Src en funcion del pH seguido por
dicroismo circular en el UV lejano, A) 25 mM TRIS-HCI, pH 8.2, B) 25 mM TRIS-HCI, pH 7.2,
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térmico seguido a una longitud de onda fija de 208 nm. En simbolos negros el calentamiento
de 20 a 80 °C, en simbolos rojos el enfriamiento de 80 a 20 °C.



El siguiente paso fue indagar el efecto de MgATP sobre la estabilidad térmica
de TK-Abl. Comparando el espectro de dicroismo entre el dominio apo (Figura
27A) y en presencia de ATP*Mg (Figura 27B), se observa que el nucleétido no
causa modificaciones en la estructura secundaria de la proteina. La Figura 27C
muestra el barrido de temperatura del dominio aislado y la Figura 27D el
barrido correspondiente al dominio en presencia de ATP*Mg. Se observa que el
nucleétido provoca que la pérdida de la estructura secundaria inicie cerca de
los 45 °C, con una Tmy, alrededor de 9 °C mayor que la del dominio aislado
(Tabla 3). Este resultado es una prueba inequivoca de que el MgATP si tiene
interaccion con la proteina en estado inactivo, propiedad que hasta la fecha no
ha sido reportada en la literatura. Se realiz6 el ensayo de replegamiento,
enfriando la muestra de 80 a 20 °C (simbolos rojos), observandose

nuevamente la no recuperacion de la sefial de la proteina nativa.
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Figura 27. Espectros de DC en el ultravioleta lejano del dominio TK-Abl, 25 mM TRIS-HCI,
pH 8.2, en ausencia A) y presencia de 2 mM ATP, 5 mM MgCI, B). En simbolos negros la
proteina nativa, en rojo la proteina a 80 °C y en verde a 20 °C al ser vuelta a enfriar. Barrido
térmico térmico del dominio TK-Abl apo C) y en complejo con ATPMg D). Los simbolos
negros y rojos corresponden al calentamiento y enfriamiento de la proteina, respectivamente.



TK-ADI TK-Abl * MgATP

Tm (°C) 39.5 485

Tabla 3. Temperatura media aparente para cada transicién del dominio TK-Abl en funcién
del pH para el dominio apoTK-Abl y en presencia de ATP.

5.2.2. Fluorescencia intrinseca

Tratando de confirmar si la forma inactiva de TK-Abl es capaz de unir
nucleotidos, realizamos experimentos de titulacion fluorimétrica. EI dominio TK-
Abl, como se muestra en la Figura 28, contiene 7 triptofanos repartidos entre
los dos lébulos de la molécula, por lo que se esperaria fueran un excelente
sensor para la union del ligando.

Figura 28. Representacion esquematica del dominio TK-Abl, donde se resalta la posicion de
los 7 residuos triptdfano presentes en la molécula.



La Figura 29 muestra los espectros de emision a lo largo de la titulacion del
dominio con MgADP (10 mM) vy con imatinib (6 mM). En concordancia con lo
reportado por Levinson y Boxer (2012), la longitud de maxima emision (Amax)
de la forma apo del dominio fue de 340 nm. La adicion de cualquiera de los dos
ligandos provoco una fuerte disminucién en la intensidad de fluorescencia, sin
gue hubiera un desplazamiento importante en Anax. Para construir la isoterma
de union, el cambio en la intensidad de fluorescencia a 340 nm fue graficado
con respecto a la concentracion total de ligando (Figura 30). Los resultados
confirman que el dominio es capaz de unir nucledtidos, aunque se requiere una

concentracion un orden de magnitud mayor que la de imatinib para lograr su

saturacion.
200000 <
1000000 700000 H
1 §00000
. IMATINIB
ADP o 500000
© 1 g ]
g 600000 - D 400000
2 5 1
o & 300000
(=] =
3 400000 T {
b 200000 -
200000 ~ 100000
04
0
: . ; . . 00000 f—ep—oe
300 350 400 450 500 300 350 200 450 500 550
7 nm nnm

Figura 29. Espectro de emision de fluorescencia (A de excitacion 280nm) obtenidos a lo largo
de la titulacion secuencial de TK-Abl (5 uM) con MgADP (10 mM) y con imatinib (6 mM).
Ambos experimentos se realizaron en amortiguador TRIS-HCI, pH 8.0, 100 mM NacCl, 5%
alicerol, 25 °C.
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5.3. Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Uno de los aspectos aln no resueltos con respecto a Abl es la caracterizacion
a detalle de los parametros termodindmicos que rigen la interaccion con sus
ligandos naturales, asi como con sus inhibidores. Esclarecer estas
interrogantes es el objetivo en la presente seccion. Los parametros de union a
imatinib fueron obtenidos por calorimetria de titulacion isotérmica (CTI) en un
calorimetro ITC-200 (GE) a 25 °C. La proteina fue preparada en un intervalo de
concentracion 14-34 uyM en una solucion amortiguador 20 mM TRIS-HCI, pH
8.2, 300 mM NacCl y 5% de glicerol. El imatinib (purificado de capsulas vendidas
en el mercado, Novartis) fue diluido en el amortiguador ocupado para la
proteina a una concentracion final de 725 yM. La Figura 31 muestra la isoterma
de unién obtenida con imatinib. La curva fue analizada mediante un modelo de
unién de un solo tipo de sitios, usando el software Origin (Microcal). Los
pardmetros obtenidos muestran una constante de unién elevada para el
imatinib (Tabla 4); ademas, el ajuste indica una estequiometria cercana a 1y

que la unién es dirigida tanto entalpica como entrépicamente.

Las Figuras 32 y 33 muestran las isotermas de unidon obtenidas para la
titulacion de TK-Abl con MgATP y ATP, respectivamente, a 25 °C. Ambas
curvas fueron analizadas con un modelo de unién a un solo tipo de sitios.
Como se muestra en la Tabla 4, el valor de K, para el nucle6tido en complejo
con magnesio resulté ser 3 érdenes de magnitud mas pequefio que el obtenido
para imatinib. Dada esta baja afinidad, fue necesario fijar la estequiometria a 1
para obtener convergencia en el ajuste no lineal. A diferencia del imantinib, la
union del MgATP esta entélpicamente dirigida y entropicamente desfavorecida.
En cambio, la firma termodinamica de la unién del ATP en ausencia de
magnesio muestra los componentes entrépico y entalpico favorables, como en

el caso del imatinib (Tabla 4).
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Figura 31. Isoterma de union TK-Abl (12 puM) con imatinib (725 pM). La linea continua
representa el mejor ajuste de un modelo de union simple a los datos calorimétricos. Se
aplicé un programa de 13 inyecciones secuenciales de 2.5 pyL cada una, con un espacio
entre cada una de 200 segundos. ). La medicion se realizé en amortiguador TRIS-HCI, pH
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Figura 32. Isoterma de unién TK-Abl (6 uM) con MgATP (2 mM). La linea continua
representa el mejor ajuste de un modelo de unién simple a los datos experimentales. Se
aplicé un programa de 10 inyecciones secuenciales de 2.5 pyL cada una, con un espacio
entre cada una de 200 segundos. ). La medicion se realizé en amortiguador TRIS-HCI, pH
8.0, 100 mM NaCl, 5% glicerol, 25 °C.
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Figura 33. Isoterma de unién TK-Abl (24 uM) con ATP (1.8 mM). La linea continua
representa el mejor ajuste de un modelo de unién simple. Se aplic6 un programa de 12
inyecciones secuenciales de 2.5 yL cada una, con un espacio entre cada una de 160
segundos. La medicién se realiz6 en amortiguador TRIS-HCI, pH 8.0, 100 mM NaCl, 5%
glicerol, 25 °C.

Diversos estudios han demostrado que el imatinib une con alta afinidad el
estado inactivo de la proteina, dato que se corrobora con nuestros resultados
obtenidos calorimétricamente. Sin embargo, hasta la fecha nada se sabe de
manera cuantitativa sobre la capacidad de unién de la proteina con nucleétidos.
Nuestros datos claramente demuestran que la forma inactiva es capaz de
reconocer MgATP con considerable afinidad, aunque con una firma

termodinamica muy diferente a la exhibida con el imatinib.

TK-Abl-Imatinib  TK-AbI-ATP TK-Abl-MgATP
Ka(M™) 2.2x10" + 1.9x10° + 7.1x10% +
1.2x10° 3.1x10* 1.8x10°
n 0.85+0.08 1.25 + 0.05 1.0
AG(kcal/mol) -10.0£ 0.7 -7.1+£0.1 -6.9+£0.9
AH(kcal/mol) -6.4+£0.3 -2.8+0.3 -11.1+0.6
TAS(kcal/mol) 3.5+05 43+04 -4.1+04

Tabla 4. Datos termodindmicos de union del dominio TK-Abl con MgATP, ATP e imatinib.



VI. DISCUSION

6.1 Diferencia de la energética estructural del dominio catalitico TK-Abl en

funcién de latemperaturay el pH.

El estudio del dominio TK-Abl ha estado revestido de un gran interés, dado que
se trata de un blanco farmacoldgico bien establecido para el tratamiento y
control de la LMC. No obstante, una fracciébn importante de pacientes sigue
mostrando resistencia contra farmacos dirigidos al sitio activo de la quinasa,
por lo que se precisa del desarrollo de nuevas estrategias para lograr la
inhibicién de la actividad enzimatica desregulada. Un acercamiento que cada
vez gana mas popularidad en el diseno de farmacos es “atacar” sitios distintos
al sitio activo. En este contexto, conocer los fundamentos energéticos del
blanco farmacoldgico ha resultado muy valioso para la identificacion de sitios
alternativos de inhibicion. Sin embargo, hasta el momento poco se sabe sobre
el mecanismo de ensamblaje y estabilidad estructural de TK-Abl. En el
presente estudio, hemos realizado experimentos de perturbacion térmica en
funcion del pH, con el fin de desvelar nuevos aspectos sobre la organizacién
estructural de TK-Abl.

Nuestras determinaciones de DC muestran que la estructura secundaria del
dominio TK-Abl a temperatura ambiente se mantiene practicamente invariable
en el intervalo de pH de 3.5 a 8.2. A valores de pH mayores al punto
isoélectrico (pl = 5.7), la proteina mostré6 una clara transicion térmica de
desplegamiento, aunque con una pérdida no total de estructura secundaria a
altas temperaturas. Dado que se observo la formacion de abundantes
agregados solubles después de haber sometido a la proteina a un ciclo de
calentamiento/enfriamiento, una explicacibn plausible de la estructura
secundaria remanente es que se deba a la formacion de agregados
parcialmente estructurados. A valores por debajo de su punto isoeléctrico, la
proteina mostré una notable termorresistencia, a pesar de que a pH de 3.5, por
ejemplo, la carga positiva neta de la molécula (g = +34.4) es mayor que la
carga negativa neta a pH de 8.2 (q = -13.7).



El perfil de desplegamiento observado a pH de 6.5 muestra la existencia de
mas de una transicion térmica. Para esclarecer cuél de los dos lobulos se
desplegaba primero, la estrategia a seguir fue la adicién de una molécula que
se pudiera unir al sitio de unién del acido miristico, como lo es el SDS. El SDS
no causO cambios en la estructura secundaria de la proteina. No obstante, al
hacer el desplegamiento térmico observamos una sola transicion, sugiriendo
una gran conservacion de estructura secundaria, lo cual era un indicativo de
que gran parte de la proteina estaba plegada. Al realizar la sobreposicion de
los perfiles térmicos a pH 6.5 en presencia y ausencia de SDS, se observo que
la segunda transicion desaparece, lo cual es una prueba de que el I6bulo C es
capaz de unir SDS y que dicha unién estabiliza a este dominio, causando que

no se despliegue en el intervalo de temperatura de estudio.

Nuestros resultados muestran que a pesar de que el I6bulo N esté desplegado,
el 16bulo C conserva su estructura y capacidad de reconocer moléculas con
cadenas hidrofébicas, lo cual demuestra que estos l6bulos constituyen cada
uno de ellos una unidad cooperativa de plegamiento. Por tanto, es posible
afirmar que el asi llamado dominio tirosina quinasa es, en el sentido formal del
término (Lauren y George, 2012), una estructura bidominio. No obstante, en
presencia de SDS aparentemente el dominio N se vuelve mas inestable,
observandose un decremento en la pendiente de la transicion y de la Tmg,. Una
posible explicacion de esta observacion es que para contribuir a mantener la
forma autoinhibida de Abl, la unién del &cido miristico causa la ruptura de
interacciones entre los dos lobulos, provocando una distorsion conformacional
en el sitio catalitico a costa de la desestabilizacion del dominio N. Esta
observacion abre nuevas perspectivas en la blsqueda de mecanismos de
inhibicién farmacoldgica de Abl. Dado que la mayoria de mutaciones de TK-Abl
resistentes a los farmacos actualmente disponibles muestran variaciones en
residuos que conforman el sitio catalitico, el desarrollo de moléculas que se
unan al sitio de reconocimiento del miristico podria permitir la inhibicién a larga

distancia de estas mutantes.

Hasta donde es de nuestro saber, sélo existe un antecedente previo sobre la

estabilidad de TK-Abl, y es el estudio realizado en 2004 por Oliver Hantschel



sobre el I6bulo C producido de manera recombinante. En su tesis de doctorado,
Hantschel report6 una Tm de 71 °C determinada por perturbacion térmica
seguida por dicroismo circular a un pH de 7.0 en buffer 20 mM fosfatos, 50 mM
NaCl 1 mM DTT. Este dato resulta interesante, ya que corresponde de forma
cercana a nuestro valor de Tm,, = 69.8 encontrado para la segunda transicion
a pH 6.5. La correspondencia entre estos datos es una prueba mas de que el
dominio C es el més estable de los dos dominios a un pH neutro o ligeramente

acido

6.2 Diferencia de la energética estructural del dominio catalitico TK-Src en
funcién de la temperaturay el pH.

Al no encontrar un marco de comparacion en la bibliografia con respecto a la
estabilidad del dominio tirosina quinasa de Abl, en el presente proyecto
decidimos estudiar a TK-Src, el cual guarda una homologia del 42% con TK-
Abl. Al igual que con el dominio TK-Abl, observamos que la estructura
secundaria de TK-Src se mantiene invariante en el intervalo de pH ensayado.
Estos datos en conjunto nos muestran que ambos dominios son bastante
estables a pesar de los cambios en el pH del medio. A valores de pH menores
al pl, TK-Src mostré una estabilidad térmica tan grande como la de TK-Abl. Por
encima del pl, TK-Src mostré también progresivamente mayor susceptibilidad
al desplegamiento térmico. La variacion de pH también permitidé evidenciar
condiciones en las cuales TK-Src muestra claramente dos transiciones de
desplegamiento. No obstante, mientras que estas transiciones son mas
evidentes para TK-Abl en condiciones cercanas al pl, para TK-Src lo son en
condiciones de mayor basicidad. Esta es otra prueba de que estos dominios
tirosina quinasa en realidad son dos unidades de plegamiento independientes,
y que en valores de pH por encima de su pl poseen una estabilidad marginal.

Hasta la fecha, el campo de estudio sobre la estabilidad de los dominios
guinasa ha sido muy poco explorado. El presente proyecto aporta nuevos datos
sobre el comportamiento de estas proteinas, estableciendo un marco de
exploracion de la relacion estructura-funcion para la ubicacion de nuevos sitios

blanco para farmacos.



6.3 Diferencia de la energética estructural del dominio catalitico TK-Abl

aislado y en complejo con su ligando natural MgATP

Hasta la fecha no existe un trabajo con este dominio quinasa en estado inactivo
que pruebe su capacidad de union del complejo MgATP. Para establecer un
marco adecuado para llevar a cabo nuestros experimentos de calorimetria fue

necesario probar la unién por métodos espectrofotomeétricos.

Mostramos por medio de dicroismo circular que el espectro no cambia en
presencia o ausencia del nucledtido, prueba que es interesante ya que sugiere
que la union del MgATP se da sin cambiar la estructura secundaria de la
proteina. Los diferentes barridos de temperatura en presencia del nucleétido y
sin él muestra que al unir MgATP, el dominio TK-Abl adquiere una
conformacién mas estable, ya que la Tm se incrementa 9 grados centigrados,
de 39.5°C a 48.5 °C, de igual forma observamos que la cantidad de proteina
con estructura secundaria conservada es mayor cuando el dominio esta en
presencia de ATP, la capacidad del dominio inactivo de reconocer ATP, podria
per se ser una fuente de estabilizacion estructural. En este estado, el dominio
une ATP sin hidrolizarlo. Por tanto, el ATP presente en el medio celular, cuya
concentracion aproximada es de 6 mM, podria asistir en mantener plegado al
dominio inactivo. En este sentido, es interesante mencionar que resultados de
cristalografia de rayos X por Kurijan y colaboradores en 2006, muestran que el
estado inactivo es mas flexible que el estado activo, lo cual sugeriria que el

ATP podria estar ayudando a la estructuracion del dominio inactivo.
6.4 Diferencias energéticas del reconocimiento de imatinib y MgATP

Elucidar las bases moleculares que gobiernan la formacién de interacciones no
covalentes en las proteinas requiere del conocimiento cuantitativo de las
fuerzas que conducen el proceso. En esta seccidon, se presenta un analisis
energético-estructural comparativo para la formacion de los complejos del
dominio TK-Abl con imatinib, ATP y MgATP, considerando en su conjunto las

funciones termodinamicas obtenidas.



Pocos han sido los estudios que se han hecho en referencia a la
caracterizacion energética de la unién del dominio TK-Abl con sus inhibidores.
Para la mayoria de inhibidores, se conoce tan sélo la constante de disociacion
y/o la de inhibicion. Hasta donde es de nuestro saber, sé6lo un estudio ha
presentado datos de calorimetria. Seeliger y colaboradores, en 2005,
reportaron un experimento de calorimetria de titulacion isotérmica entre el
dominio TK-Abl en estado inactivo e imatinib. Los autores encontraron una Kp
de 50 nM, la cual concuerda muy bien con el valor de 44 nM obtenido en
nuestro estudio. En el mismo trabajo, Seeliger y colaboradores reportan una Kp
para el complejo de imatinib con TK-Abl en conformacién activa de 1.6 uM, lo
cual mostré que el imatinib se une preferentemente al estado inactivo de la
quinasa, razén por la cual ha resultado un farmaco tan valioso para el

tratamiento de la LMC.

Las bases estructurales de la interaccion preferentes del imatinib con la forma
inactiva de Abl han sido claramente establecidas (Schindler y Kuriyan, 2000).
La Figura 34 muestra las estructuras sobrepuestas de TK-Abl en conformacion
activa (color cian y asa de activacion en amarillo) e inactiva (color verde y asa
de inactivacion en rojo). La principal diferencia entre los dos estados es la
orientacion del asa de activacion. En el estado inactivo, el asa se encuentra
cerrada, de tal forma que bloquea el sitio de reconocimiento al péptido sustrato
de la quinasa. En cambio, en el estado activado, el asa cambia de
conformacion, exponiendo el sitio activo al solvente. El imatinib estabiliza de
manera preferente la conformacion cerrada del asa, ademéas de posicionarse
de manera directa sobre el sitio de union a la adenina del ATP. Por tanto, la
mayor afinidad del imatinib por el estado cerrado se da por el hecho de que se
una al asa plegada, mientras que con el estado activado, donde el asa se
encuentra preferentemente abierta, es necesario pagar el costo energético para
cambiar la conformacion de dicha asa. En este sentido, la union del imantinib
con la forma inactiva se puede describir como una asociacion de tipo cuerpo
rigido. Por otro lado, el imatinib es una molécula relativamente grande y
enriquecida con superficies hidrofobicas, por o que es de esperarse que su
union a la proteina sea favorecida entropicamente. Estos dos aspectos, la

unién tipo cuerpo rigido y la hidrofobicidad de la interaccion, pueden explicar el



por qué la unidon de este farmaco es tanto entalpica como entrépicamente

favorecida.
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Figura 34. Estructura tridimensional del dominio TK-Abl en estado inactivo (estructura en
verde con asa de activacion en rojo,) y en estado activo (estructura en azul con asa de
activacién en amarillo,). Se representa en un acercamiento las conformaciones del asa
para cada estado.

La estructura tridimensional de TK-Abl unida a ATP y MgATP aln no ha sido
resuelta experimentalmente. No obstante, las firmas termodinamicas obtenidas
en este estudio sugieren que la unién de ATP genera ajustes conformacionales
gue dependen de la presencia o ausencia del metal. A diferencia del imatinib, la
union de MgATP mostr6 una entropia desfavorable (Figura 35). Este cambio
drastico en la entropia de union puede deberse a una mayor estructuracién de
la proteina debida a la formacion de interacciones mas energéticas con el
nucledtido (lo cual esta de acuerdo con el AH de unidbn mas negativo).
Interesantemente, comparaciones de las diversas estructuras obtenidas para
TK-Abl muestran que el estado inactivo tiene mayor grado de flexibilidad
conformacional que el activo (Panjarian, 2013). Por otro lado, al exponerse el
asa mas al solvente debido al cambio conformacional al estado activado, debe

provocarse una entropia desfavorable adicional, al quedar atrapadas un mayor



namero de moléculas de agua solvatantes. Estos dos factores en su conjunto,
la rigidificacién estructural y el mayor grado de solvatacion del asa de
activacion, podrian explicar la caida tan grande de entropia de union con
respecto a la observada con imatinib. Una de las explicaciones mas plausibles
de que el asa de activacion se oriente hacia la conformacion abierta se puede
deber al hecho de que para que se dé la union de MgATP, es necesario que el
acido aspartico del motivo DFG esté orientado hacia el sitio de unién, ya que el
aspartico juega un papel crucial en la coordinacion del magnesio (Haile et al.
2009). Como es sabido, la reorientacion del motivo hacia la conformacién “DFG

in” esta acoplada a la apertura del asa de activacién (Figura 34).

En ausencia de magnesio seria de esperarse que no se favorezca el cambio
conformacional del motivo DFG, dado la alta densidad de carga de los fosfatos
del ATP. Bajo este escenario, la union de ATP no estaria acompafiada de la
entropia desfavorable debida a la reestructuracién del asa de activacion. A su
vez, la ausencia del cation abatiria la entalpia de interaccion, al dejar de
establecerse interacciones salinas con el aspartico del motivo DFG, entre otras
interacciones. Este comportamiento es justamente el observado en la firma
termodinamica de union de ATP, la cual es mas parecida a la del imatinib. El
hecho de que el ATP, al igual que el imatinib, tenga una unién tipo cuerpo
rigido con TK-Abl, implica que no tiene que pagar el costo del rearreglo
conformacional del asa de activacion, lo cual permite explicar el por qué
muestra una mayor afinidad por el dominio catalitico que en presencia de

magnesio.
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Figura 35. Firmas termodindmicas de union del dominio TK-Abl con MgATP, ATP e
Imatinib.



VIl.  CONCLUSIONES

Las bases energéticas de la estabilidad y reconocimiento molecular del dominio
TK-Abl han sido poco exploradas. El presente trabajo ha permitido llegar a las
siguientes conclusiones:

e La estabilidad estructural de los dominios TK-Abl y TK-Src puede pasar
de ser marginal (pH>pl), desplegandose a temperaturas por debajo de la
temperatura fisioldgica, a altamente estable (pH<pl) adquiriendo una
conformacion que no se despliega hasta los 80 °C.

e El asi llamado “dominio” tirosina quinasa es en realidad un bidominio,
compuesto por al menos dos unidades cooperativas del plegamiento.

e El dominio C del bidominio TK-Abl, tiene la capacidad de unir n-alcanos
sulfatados como lo es el SDS.

e Mostramos por primera vez que el dominio TK-Abl en estado inactivo es
capaz de unir MgATP y ATP.

e El imatinib, ATP y el MgGATP muestran diferencias considerables en los
pardmetros termodinamicos de unién con la proteina en estado inactivo.
Los valores encontrados sugieren que la unién con imatinib y ATP es de
tipo cuerpo rigido, mientras que la unién con el complejo MgATP podria
generar un cambio en la estructura del dominio.



VIII.

PERSPECTIVAS

Realizar experimentos de union con el dominio TK-Abl en estado activo
similares a los realizados en este trabajo, de manera que podamos
hacer una comparacion del comportamiento termodindmico de unién de
ambos estados.

Evaluar si el sitio de unién a miristico es un sitio alostérico analizando el
mecanismo de union del ATP e imatinib con la proteina preincubada con
acido miristico.

Elucidar la estructura tridimensional del domino TK-Abl, tanto en
conformacion activa como inactiva, en complejo con ATP y MgATP.

Definir las condiciones experimentales mas apropiadas para estudiar el
proceso de desplegamiento térmico del dominio TK-Abl, en particular
buscando condiciones donde el proceso sea reversible.

Obtener de manera recombinante la proteina Abl en presencia de los
dominios SH2 y SH3, y caracterizar su desplegamiento por calorimetria
diferencial de barrido, para evaluar la posible estabilidad que los
dominios SH2 y SH3 imparten al dominio TK-Abl.

Caracterizar calorimétricamente la union de Abl completa a imatinib y a
nucleotidos, de manera que sea posible evaluar los efectos cooperativos
interdominio en el reconocimiento molecular.
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