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Abreviaturas y simbolos

Azgo: Absorbancia a 280 nandémetros

Abl: Tirosina cinasa (Abelson Leukemia virus homologe protein kinase)
ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin bifosfato

ALL: Leucemia linfobastica aguda

ATP: Adenosin trifosfato

c: Concentracion

Ca-ATP: Complejo de calcio-adenosin trifosfato
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d: Paso 6ptico
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DTT: Ditiotreitol

€280: Coeficiente de extincion molar a 280 nandémetros
FDA: Del inglés Food and Drug Administration

G: Energia libre de Gibbs

H*: Proton

HCI: Acido clorhidrico

HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion
ICs0: Concentracion inhibitoria 50

IPTG: Isopropril-B-D-1-tiogalactopirandsido

ITC: Del inglés Isothermal Titration Calorimetry

Ka: Constante de asociacion

Kqd: Constante de disociacion

KS: Kanamicina y estreptomicina

|: Longitud de onda

LB: Medio Luria Bertani

Lys295: Lisina 295

M ©: Elipticidad molar

MALDI-TOF: Del inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of
Flight

MH*: lon molecular

MW: Masa molecular

NacCl: Cloruro de sodio

ODeoo: Densidad 6ptica a 600 nanémetros

PAGE: Gel de electroforesis

pH: Potencial de hidrogeno

Ph+: Cromosoma Filadelfia positivos

PMF: Del inglés Peptide Mass Fingerprinting
PMSF: Fenilmetilsulfonilo fluoruro

R: Constante de los gases

RNA: Acido rribonucleico

SDS-PAGE: Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes
SH1: Dominio de homologia a Src 1



SH2: Dominio de homologia a Src 2

SH3: Dominio de homologia a Src 3

SH4: Dominio de homologia a Src 4

T: Temperatura

TRIS: Tris(hidroximetil)laminometano

Tyr419: Tirosina 419

Tyr530: Tirosina 530

UV: Ultravioleta

YEEI: Secuencia tirosina-acido glutamico-acido glutdmico-isoleucina
AA: Diferencia de absorbancias

ACp: Cambio en la capacidad calorifica

AGa: Cambio en la energia libre de Gibbs

AHa: Cambio en la entalpia

AHint:: Cambio en la entalpia intrinseca

AHsov: Cambio en la entalpia de solvatacion
ASa.: Cambio en la entropia

AScon: Cambio en la entropia conformacional
ASioto-tras: Cambio en la entropia roto-traslacional
0: Elipticidad

00bs: Elipticidad observada



Resumen

La desregulacién de la actividad tirosina cinasa de c-Src conduce a distintos
trastornos como el cancer de colon, pulmén, pancreas, prostata, mama y ovario,
por lo que se ha vuelto un importante blanco farmacoldgico en los ultimos afios.
Debido a esto se han disefiado farmacos inhibidores de c-Src, con la caracteristica
comun de actuar sobre el sitio de union a ATP.

En este trabajo se realiz6 la sobreexpresion y purificacion del dominio
catalitico recombinante de c-Src humana en sistema de bacteria, con un
rendimiento del orden de miligramos. Se realizé la caracterizacion del dominio
catalitico mediante dicroismo circular y reveld un espectro tipico de a/f proteinas.
Al realizar el perfil de desplegamiento térmico se encontré una transicion
monofasica e irreversible. El peso molecular experimental del dominio fue obtenido
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, con un resultado de 32.3 kDa
gue sOlo difiere en 0.3 kDa con el teérico de 32.6 kDa. La caracterizacién
energética fue realizada mediante calorimetria de titulacion isotérmica, la cual nos
brindd los parametros termodinamicos de la interaccién entre el dominio catalitico
de c-Src y el complejo Ca-ATP a diferentes temperaturas. La interaccion de c-Src
y el Ca-ATP resultd entalpicamente dirigida. Se comprobd ademés que, la union
del ATP a la proteina requiere de un metal divalente que se acompleje con el
ligando. La caracterizacién termodinamica entre calcio y el ATP, resulté en una

unién endotérmica espontanea y entrépicamente dirigida.



1. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades estructurales de c-Src

Las enzimas tirosina-cinasas no receptoras Src constituyen una familia de
proteinas esenciales presentes en todas las células animales.! La activaciéon de
estas proteinas es compleja y es regulada por diversos factores de crecimiento,
citocinas, receptores antigénicos y de adhesion. La familia esta compuesta por
once miembros que incluyen a las cinasas c-Src, Fyn, Yes, Fgr, BIk, Hck, Lck, Lyn,
Frk, Srm y Brk.2 Estos miembros ademas de compartir una estructura modular
muy conservada, también comparten el dominio SH4, que es una region en el
extremo N-terminal orientada hacia la membrana celular.®>*® Los once miembros
de la familia Src son proteinas multidominio con un alto grado de conservacion,
incluyen un segmento N-terminal miristoilado, seguido de los dominios SH3, SH2 y
un dominio catalitico. Una caracteristica distintiva de esta familia es un corto

fragmento C-terminal.367

La tirosina cinasa c-Src es una proteina de 536 aminoacidos y sus
elementos estructurales tienen el siguiente orden: un grupo miristoilo, un dominio
anico (comunmente llamado SH4) de alrededor de 80 aminoacidos, el dominio de
homologia SH3, el dominio de homologia SH2, un “linker” o conector SH2-dominio
cinasa, y un dominio tirosina-cinasa o dominio catalitico (también llamado SH1)

(Figura 1).1.28
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Figura 1. Organizacion de la tirosina-cinasa c-Src humana.?

El grupo miristoilo es necesario para que c-Src lleve su actividad catalitica
de manera normal, ademas de que facilita su fijacién a la membrana, lugar donde
suele encontrarse. El grupo miristoilo puede verse sustituido en ocasiones por un

grupo palmitoilo, que cumple con la misma funcién que el primer grupo.®

El dominio de homologia a c-Src 2 (SH2) esta conformado por alrededor de
100 aminoéacidos, y consiste en una hoja-f central plegada en tres partes con una
a-hélice empaquetada hacia cada lado. El dominio SH2 forma dos sitios de
reconocimiento, ambos a manera de cavidades, uno que coordina la union a
fosfotirosina, y otra en la cara opuesta de la hoja beta, que une a uno o mas
residuos hidrofébicos desde su fragmento C-terminal a una fosfotirosina.® El
dominio SH2 puede, sin embargo, unir una variedad de secuencias que sean
distintas a la secuencia 6ptima que reconoce (YEEI); ademas al unirse de manera
intramolecular a la tirosina 530 (Tyr530) produce la inhibicion de la actividad
cinasa debido a que promueve la interaccién del dominio SH3 con los residuos de
prolina localizados en el linker cinasa que une SH2 y el dominio catalitico. La
Tyr530 puede ser facilmente desplazada por la union de fosfotirosinas mas

optimas que pueden llevar a la activacion de la enzima.2910



Uno de los sitios mas importantes de fosforilacion es la Tyr530, ubicada a
seis residuos del segmento C-terminal. Bajo condiciones in vivo, el 90-95% de
fosforilaciones en c-Src ocurren en este sitio, que se une intramolecularmente al
dominio SH2.?2 La principal responsable de la activaciéon de c-Src al fosforilar la

Tyr530 es la tirosina-cinasa Csk, enzima perteneciente a la familia Src.®

El dominio de homologia a c-Src 3 (SH3), conformado por alrededor de 60
aminoécidos, tiene una arquitectura de barril beta conformada por cinco hebras
beta antiparalelas y dos “loops” o lazos prominentes, denominados RT y n-Src
loops. Este dominio se encuentra conformado por residuos aromaticos e
hidrofébicos, lo que le permite funcionar como un sitio de reconocimiento a
secuencias ricas en prolina. Tales secuencias adoptan una conformacion
helicoidal de poliprolina tipo Il al interactuar con las cadenas aromaticas en la
superficie de SH3 formando complejo con este dominio y siendo asi, capaz de unir

ligandos con motivos que cuenten con la secuencia de prolinas.2811

La familia de cinasas Src comparten la caracteristica estructural de todas
las tirosina-cinasas de un dominio cinasa bilobulado. En c-Src el I6bulo N-terminal
es el mas pequefio de ambos Iébulos y esta conformado por cinco hebras beta y
un alfa hélice denominada hélice C, que es un componente importante del
mecanismo regulador en las cinasas Src (Figura 2). El I6bulo C-terminal resulta el
mayor de ambos y es predominantemente alfa helicoidal; ademas, contiene el loop
regulador de activacion, que es el sitio de activacion por fosforilacion en c-Src y
otras cinasas. La union a nucleétidos y la fosfotransferencia tiene lugar en la

hendidura entre los dos l6bulos.312 El dominio cinasa de c-Src contiene la lisina



295 (Lys295) que es esencial para la unién a ATP; también cuenta con el sitio de
autofosforilacion, la tirosina 419 (Tyr419) que induce la maxima actividad
enzimatica. La autofosforilacion de la Tyr419 produce el desplegamiento del
dominio catalitico, reorientando el I6bulo N-terminal, lo cual permite que el I6bulo

C-terminal adopte la conformacién activa.®

Lébulo
grande

Figura 2. Esquema de la estructura secundaria de c-Src humana.
En azul claro el dominio SH3 y en azul oscuro el dominio SH2. El domino catalitico es mostrado en
verde claro para el l6bulo N-terminal o chico, y en verde oscuro para el Iébulo C-terminal o
grande.'3

Los dominios de homologia SH2 y SH3 tienen cuatro funciones importantes.
La primera, es que restringen la actividad catalitica de c-Src a través de
interacciones intramoleculares. La segunda, es que c-Src puede ser atraida hacia
sitios celulares especificos, como los endosomas, membranas perinucleares y
vesiculas secretoras, debido a la interaccion de proteinas que cuenten con los
dominios SH2 y/o SH3. Como resultado del desplazamiento intramolecular de los

dominios SH2 y SH3, por la interaccion con otras proteinas, se genera la



activacion de la cinasa, fungiendo como tercera funcion. Por ultimo, como cuarta
funcion, c-Src puede utilizar preferencialmente a proteinas con los dominios SH2 o
SH3 como sustratos de su actividad cinasa.?14

Las cinasas, incluyendo a c-Src, llevan a cabo la siguiente reaccion de
catdlisis:

MgATPY + proteina-O:H = proteina-O: POs> + MgADP + H*

En la reaccion catalizada por la cinasa, el grupo gamma fosforilo del ATP
(Adenosina trifosfato) es transferido a la proteina sustrato. Para llevar a cabo la
reaccion se requiere de cationes divalentes tales como el magnesio; ademas,
basado en la naturaleza del grupo OH fosforilado, se pueden clasificar como

serina, tirosina o treonina cinasas.?1°
1.2. Asociaciéon de c-Src en el cancer

c-Src es una tirosina-cinasa citoplasmatica no receptora que participa en
numerosas vias de sefalizacion al interactuar con diversos receptores con
actividad de tirosina-cinasas ubicados en la membrana plasmatica.’* La cinasa
participa en la migracion celular y la motilidad a través de la interaccién con
integrinas, E-cadherina, y cinasas de adhesion focal. Ademas, c-Src participa en
vias de regulacion de supervivencia celular, proliferacion, rearreglo del
citoesqueleto, diferenciacion, respuesta inmune, sistema nervioso, transcripcion, y
regulacion de la expresion génica, asi como también juega un papel importante en

la formacién y remodelacion 6sea.5t’

c-Src se expresa ubicuamente en células de animales vertebrados, sin

embargo, las células del cerebro, osteoclastos y plaquetas expresan de 10 a 400

8



veces mas de c-Src que otras células del organismo. En los fibroblastos, c-Src se
encuentra unida a los endosomas, membranas perinucleares, vesiculas secretoras
y la cara citoplasmica de la membrana donde puede interactuar con una amplia

variedad de factores de crecimiento e integrinas.>8

La desregulacibn de las cinasas Src por la sobreexpresion o la
hiperactivacion de su actividad cinasa esta estrechamente asociado con la
carcinogénesis y la metastasis en distintos 6rganos, incluyendo el higado,
pancreas, pulmones, glandulas mamarias, ovarios, préstata y el colon, asi como a
glioblastoma y trastornos hematoldgicos.>'%?° Dado que tanto la sobreexpresion
como la sobreactivacion de c-Src conducen al desarrollo de cancer, pues se ha
encontrado un aumento de su actividad en distintos canceres humanos (colon,
pulmon, pancreas, prostata, mama Yy ovario), en los ultimos afios se ha
incrementado la investigacion clinica dirigida a c-Src como blanco terapéutico en

el disefio de farmacos.16:21.22

La regulacion de la actividad cinasa de c-Src se lleva a cabo por distintos
mecanismos, como la activacion por medio de receptores con actividad de
tirosina-cinasas, y fosfatasas citoplasmicas que pueden desfosforilar la Tyr530 del
extremo C-terminal para permitir la autofosforilacion de c-Src. Los niveles de c-Src
en la célula también son regulados por medio de la via ubiquitina-proteosoma y a
través de su localizacion en la célula.*®>15 La unién del dominio SH3 al linker que
une al dominio SH2 y al dominio catalitico de c-Src, ademas de la unién de SH2

con la Tyr530 en el fragmento C-terminal, inhiben la interaccién de los dominios



SH2 y SH3 con otras proteinas que pueden causar la activacion de c-Src,

provocando la inactivacion casi total de la enzima.?323
1.3.Farmacos inhibidores de c-Src

c-Src se ha vuelto un importante blanco farmacolégico a pesar de no ser un
conductor primario de la carcinogénesis, sino que mas bien regula procesos
importantes durante la migracién, supervivencia e invasion de las células
cancerigenas.? Por este motivo, a lo largo de los afios se han seguido distintos
enfoques sobre el disefio de farmacos inhibidores de cinasas especificos para c-
Src, tales como péptidos, farmacos miméticos de ATP, analogos de sustratos,
productos naturales, y moléculas pequefas unicas resultado de una busqueda en
distintas bibliotecas de compuestos, asi como compuestos de estructura similar a
los farmacos blanco-dirigidos y por cribado virtual. Los inhibidores de c-Src de
primera y segunda generacion son disefiados usualmente para ser ligandos
competitivos a ATP, como el Bosutinib (SKI-606, Bosulif, Wyeth) y el Dasatinib

(BMS-354825, Sprycel™, Bristol-Meyers Squib).1°

El enfoque més eficaz en el disefio de inhibidores de c-Src ha sido la
produccion de moléculas que se unan al sitio de reconocimiento a ATP, por lo que
funcionan como moléculas competitivas al ATP.?° Existen cuatro inhibidores orales
efectivos para c-Src y algunas otras cinasas que se encuentran aprobados por la
FDA (Food and Drug Administration, US) para el tratamiento de varios tipos de
cancer. En la Tabla 1 se muestran los farmacos utilizados para algunas de las
cinasas implicadas en el proceso del cancer, asi como el tipo especifico para el
cual son indicados.
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Farmaco Blanco conocido Indicaciones clinicas

Bosutinib BCR-ADbI, Src, Lyn, Hck, Kit, | Leucemia mieloide crénica
PDGFR Ph+, Leucemia linfoblastica
aguda Ph+, céancer de
mama, glioblastoma.

Dasatinib BCR-ADbI, Src, Fyn, Yes, Leucemia mieloide crénica
Lck, Arg, Kit, EphA2, EGFR, | Ph+, Leucemia linfoblastica

PDGFRB aguda Ph+, cancer de

mama, colorrectal,

endometrial, de ovarios, de
garganta y de pulmodn,
glioblastoma, melanoma.

Ponatinib BCR-AbI, Familia de Leucemia mieloide crénica
cinasas Src, VEGFR, Ph+, Leucemia linfoblastica
PDGFR, FGFR, Eph, Kit, aguda Ph+, céancer de
RET, Tie2, Flt3 pulmén y tiroides.

Vandetanib RET, Familia de cinasas Cancer medular de tiroides,
Src, EGFR, VEGFRs, Brk, mama, garganta, higado.
Tie2, EphRs

Saracatinib (AZD0530) Src, BCR-ADbI Cancer colorrectal, gastrico,

de ovario, de pulmén vy
osteosarcoma en pulmaon.

AZD0424 Src, BCR-ADI En ensayos clinicos para
distintos tumores sélidos.

Tabla 1. FArmacos orales inhibidores de c-Src.?

El dasatinib (Figura 3) es una benzamida que funciona como inhibidor de c-
Src con un rango de actividad nanomolar (ICs0=0.5nM) y que ademas ha mostrado
actividad hacia otras cinasas como Bcr-Abl.?> También ha sido probada su
actividad in vivo e in vitro contra células con cancer dependiente de c-Src y se
encuentra aprobado su uso por la FDA como farmaco de eleccién en el
tratamiento de la leucemia crénica mieloide (CML), mientras que se encuentra en
etapas clinicas para el tratamiento de leucemia linfoblastica aguda (ALL) y algunos
tumores solidos. El dasatinib se une con una alta afinidad al sitio de unién a ATP
en el dominio catalitico de c-Src, especificamente el grupo benzamida se une a la

cavidad hidrofébica. El dasatinib ha mostrado una actividad altamente eficaz en la

11




disminucién de la actividad cinasa de c-Src en cancer prostatico, asi como
disminucién de funciones celulares en células malignas (adhesién, migracion e

invasion).*®

ZT
Y
z

c BMS-354825

Figura 3. Estructura del Dasatinib (BMS-354825, Sprycel™).26

El bosutinib (Figura 4) perteneciente al grupo de las bezamidas, tiene alta
efectividad como inhibidor de la actividad cinasa de c-Src (ICso=1.1nM) y, ademas,
es efectivo contra Abl.?® Este farmaco presenta selectividad para inhibir a c-Src
sobre las cinasas que no pertenecen a la familia Src. El bosutinib es un farmaco
activo por via oral en modelos de xenoinjertos para cancer de colon, y reduce la
autofosforilacion de c-Src (en Tyr419) en algunos modelos de cancer de colon, por
lo cual ha sido aprobado por la FDA como el farmaco de eleccion para tratamiento
de cancer colorrectal, para pacientes con cromosoma Filadelfia positivos (Ph*) en
CML y para ALL. Se ha encontrado que el bosutinib es capaz de suprimir la
migracion e invasion en células de cancer de mama y en glioblastoma, por lo que

se encuentra en etapas clinicas para su aprobaciéon como tratamiento.?1°
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Figura 3. Estructura del Bosutinib (SK1-606).2

1.4.Sobreexpresion y purificacién de proteinas recombinantes

El descubrimiento y la optimizacion de muchos farmacos inhibidores de
cinasas requiere tanto de técnicas clasicas en la busqueda de moléculas, asi
como de las aportaciones que las técnicas de estudio actuales nos brindan. El
disefio de pruebas bioquimicas, el analisis del mecanismo de accion de los
farmacos inhibidores, y la correcta determinacion de los blancos farmacolégicos
proveen la informacion necesaria para la optimizaciéon de moléculas y requieren de
algo en comdun, proteinas recombinantes. Es claro que la necesidad de las
proteinas recombinantes en el proceso de descubrimiento de farmacos es alta,
gracias a estas proteinas se pueden realizar ensayos bioguimicos que permiten
obtener informacion sobre la estructura, comportamiento y funcion de una
proteina, lo que a su vez permite visualizar en muchas ocasiones el mecanismo de
accion del farmaco y el sitio especifico de unién en la proteina, todo ello necesario
para el disefio de farmacos blanco-dirigidos con mayor afinidad vy

selectividad.?”:28:2°
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Las proteinas son moléculas complejas en términos de estructura y funcion,
y actualmente no pueden ser sintetizadas quimicamente. Por lo tanto, las
proteinas son manufacturadas mediante procesos bioldgicos, usualmente
utilizando células huésped. Las proteinas sintetizadas dentro de células huésped
de una especie distinta a donde proviene su forma nativa son consideras como
proteinas recombinantes, dado que el ADN (Acido desoxirribonucleico) codificado
ha sido recombinado o manipulado mediante ingenieria genética. El uso de
proteinas recombinantes resulta crucial para la produccién de farmacos, ya que

son necesarias para la determinacion estructural de blancos farmacoldgicos.*°

Las bacterias son comunmente utilizadas para la produccion de proteinas
recombinantes, siendo responsables de aproximadamente el 30% de la
produccion de biofarmacos en el mercado. Siempre que no se requieran
modificaciones post-traduccionales, las bacterias resultan un excelente sistema de
expresion por su relativa simplicidad como por su fisiologia. Ademas, los sistemas
bacterianos suelen ser mas econdémicos que los sistemas eucariontes dado el
menor costo del medio de cultivo y el menor tiempo del proceso. La bacteria mas
utilizada para la produccion de proteinas recombinantes es Escherichia coli, una
enterobacteria que cuenta con un amplio linaje de seguridad en laboratorios e
industria. E. coli es un hospedero particularmente adecuado debido a que esta
metabolica y fisiolégicamente bien caracterizada, ademas de que es uno los
primeros microorganismos en tener su genoma completo secuenciado; ademas

existen muchas herramientas disponibles para la modificacién de su secuencia de
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ADN. E. coli es un buen vehiculo costo-beneficio para la produccién de proteinas

recombinantes y es reconocida por autoridades farmacéuticas reguladoras.?%30:3!

El procedimiento para producir una proteina recombinante consiste en
introducir el ADN que codifica para la proteina de interés en un vector de
sobreexpresion (plasmidos, virus, césmidos). El vector tiene un origen de
replicacion que le permite copiarse dentro de la célula hospedera, una region
promotora que permite la produccion de la proteina de interés, un sitio de
clonaciéon multiple, que es una regidon que contiene diversos sitios de restriccion
gue le permiten la insercién de ADN entre ellos y en algunos casos, genes de
resistencia a antibioticos y genes reporteros, que facilitan la seleccién de las

colonias bacterianas que tendran el vector con la informacion genética insertada.?

Marcador de Ve
seleccién / ' Promotor
/ Sitio del primer 5
{
== Sitio de restriccién

Mapa de plasmido Gen insertado

Sitio de restriccion

Sitio del primer 37

Gen de
resistencia a
antibistico

Origen de
replicacién

Figura 5. Estructura comdn de un plasmido.
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Para iniciar el procedimiento de expresién, se lleva a cabo una ligacion que
permite insertar dentro del sitio de clonacién multiple del vector, un segmento de
ADN que corresponde al marco de lectura funcional, que contiene la informacién
para la proteina de interés. Al producto de este vector, mas el fragmento de ADN
codificante (inserto), se denomina construccién. Se procede con la transformacion,
realizada al insertar la construccién dentro de la célula hospedera.3? Por Ultimo, la
sobreexpresion se refiere a la produccion masiva de la proteina llevada a cabo por
las bacterias; generalmente la region promotora se regula por el modelo del
operdn lac en bacteria y gal en levadura, con lo cual se regula el momento de la
sobreexpresion, y al afiadir un inductor como el isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG, analogo de la lactosa no hidrolizable) o galactosa, el
promotor deja de estar reprimido e inicia la sintesis de la proteina

recombinante.34:35

Los pasos mas importantes para la produccion de una proteina
recombinante son entonces, el disefio del vector, la correcta seleccion de la cepa

productora, un buen cultivo bacteriano y una éptima purificaciéon de la proteina.3®
1.5.Termodinamica de la interaccién proteina-ligando

El reconocimiento molecular se refiere al proceso en el cual las
biomacromoléculas interactan entre si o con distintas moléculas pequefias por
medio de interacciones no covalentes para formar un complejo especifico. Este
proceso cuenta con dos caracteristicas que lo definen; la especificidad, la cual
distingue entre el ligando mas y menos especifico a la molécula, y la afinidad, la
cual determina que un ligando de interaccion débil a una alta concentracién no es
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capaz de desplazar un ligando de gran interaccién y baja concentracion. Las
proteinas son una clase importante de biomacromoléculas que realizan sus
funciones al unirse a otras moléculas, ésta nueva molécula se conoce como
ligando. El conocimiento de los mecanismos responsables del reconocimiento,
uniodn e interaccion proteina-ligando facilita el descubrimiento, disefio y desarrollo

de farmacos.3’

La gran cantidad de cambios energéticos que ocurren durante la interaccion
de una proteina y su ligando dependen de mdltiples propiedades especificas al
sistema, como los estados de protonacion, la unién a cationes metélicos, cambios
conformacionales y entrépicos de un ligando a otro, entre otros. Asimismo, existen
varias interacciones involucradas en el proceso de unién, como las interacciones
electrostaticas, interacciones de van der Waals, puentes de hidrogeno,

interacciones hidrofdbicas, etc.38

Al interactuar una proteina (P) y un ligando (L) con mutua afinidad en
solucion y formar un complejo proteina-ligando (PL), la reaccién se representa

como (ec. 1):

[P] + [L] < [PL] (ec. 1)

Esta reaccion estara descrita por una constante de asociacion (Ka), y una
constante de disociacion (Kqd), que funcionan como las constantes de la cinética de
reaccion describiendo el proceso de union y disociacion del complejo P-L. La
ecuacion que describe la Ka, y que le interesa a nuestro grupo de trabajo, es la

siguiente:
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Ka = 1/Ka = [PF)[P]IF] (ec. 2)

Las fuerzas que dirigen la asociacion entre una proteina y un ligando son el
resultado conjunto de la variedad de interacciones e intercambios energéticos
entre la proteina, el ligando, el agua y los iones del amortiguador. La energia libre
de Gibbs (G) es una medida de la capacidad del sistema de realizar el maximo
trabajo a una temperatura y presion constantes; dado que la estabilidad de un
complejo proteico esta dada por el cambio en la energia libre de Gibbs (AGa) del
complejo formado y de las moléculas libres, la distribuciébn de especies en

equilibrio y presién constantes se asocia como sigue:
AGa = -RT InKa (ec. 3)

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

grados Kelvin.

Tal como en cualquier proceso espontaneo, la formacion del complejo toma
lugar Unicamente cuando el cambio en la energia libre de Gibbs del sistema es
negativo a presion y temperatura constantes. El grado de formacion de complejo
estad determinado por qué tan alto o bajo sea el valor negativo del cambio de
energia libre, que ademas determina la estabilidad del complejo y a la vez la
afinidad del ligando por la proteina. Entre mas negativo el valor de AGa, mas

favorable la reaccion.38

El cambio de energia libre esta relacionado con el cambio en la entalpia
(AHa), que representa el calor liberado con la formacion de enlaces o, el calor

liberado con la ruptura de estos; la energia libre también esté relacionada con el
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cambio en la entropia (ASa), que representa los cambios en los grados de libertad
en el sistema a la union del ligando. La relacién de los parametros termodinamicos

esta dada por:
AGa = AHa -T ASa (ec. 4)

El valor en el cambio de la entalpia es negativo en un proceso exotérmico,
mientras que sera positivo en un proceso endotérmico. Para un proceso de union,
el cambio en la entalpia se refiere como entalpia de enlace y dicta el cambio
energético cuando un ligando se une a una proteina por interacciones no
covalentes como las fuerzas de van der Waals, puentes de hidrogeno, y la fuerza
ionica, entre otras interacciones en la interfase de union. Estas interacciones entre
la proteina y el ligando generan una contribucién entalpica favorable y forman
parte del cambio intrinseco de entalpia (AHint). La solvatacion de grupos polares y
no polares generan una contribucion entélpica desfavorable y forman parte del
cambio entalpico de solvatacion (AHsov). La contribucion total a la entalpia de

unién esta dada por:3°
(AHa) = (AHin) + (AHsow) (ec. 5)

La entropia es una medida del desorden o la aleatoriedad de los atomos y
moléculas en un sistema. El cambio en la entropia (ASa) es una propiedad
termodindmica que muestra cambios positivos 0 negativos en un sistema a traves
de la ganancia o pérdida de grados de libertad, respectivamente. El cambio total
de la entropia de unidon consta de tres términos entrdpicos; la entropia de

solvatacion (ASsov), que representa el incremento en el cambio de entropia debido
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a la liberacion de solvente tras la unidon de un ligando, usualmente una
contribuciéon favorable a la entropia de union gracias a su gran valor positivo; la
entropia conformacional (ASconf), que representa el grado de libertad
conformacional de la proteina y el ligando tras la unién, puede ser una
contribucién favorable o desfavorable a la entropia de union, dependiendo de si el
grado de libertad del complejo incrementa o disminuye en comparacion al de la
proteina y ligando libres; por dltimo la entropia roto-traslacional (ASroto-tras),
representa la disminucién del grado de libertad rotacional y traslacional de la
proteina y el ligando al formar un complejo, por lo tanto contribuye

desfavorablemente a la entropia de unién.38
ASa = AScont + ASsov + ASroto-tras (ec. 6)

Otro pardmetro termodinamico importante es el cambio en la capacidad
calorifica (ACp), que mide el cambio de energia con la temperatura a una presion
constante. Puede calcularse cuando se cuenta con valores del cambio de entalpia
de union a distintas temperaturas. EI cambio en la capacidad calorifica provee una
conexién entre los demas pardmetros termodinamicos y la informacion estructural
de proteinas debido a la fuerte relacidén con el area superficial menos disponible, o
de cavidades estrechas, en la formacion de un complejo proteina-ligando. Asi, al
disminuir el area de contacto de la proteina con el solvente tras la formacion de un
complejo, la capacidad calorifica tendra valor negativo, siendo una contribucién
favorable. Puede calcularse la capacidad calorifica determinando el valor del

cambio de entalpia a distintas temperaturas.*°
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1.6.Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Una meta importante en el desarrollo de farmacos es disefiar inhibidores y
ligandos que tengan grandes afinidades por sus moléculas objetivo. En cuanto a la
optimizacién de las interacciones, la determinacion precisa de la afinidad de unién
se vuelve progresivamente mas compleja una vez que llega y sobrepasa la escala
nanomolar. La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) puede usarse para
determinar los parametros termodinamicos de union de un ligando a
concentraciones menores al rango picomolar.*! El andlisis del calor de la reaccién
como una funcién de la concentracién provee una caracterizacion termodindmica
completa de la energia unién, por ello, la calorimetria de titulacién isotérmica tiene
la capacidad de determinar de manera precisa la afinidad de union, la energia libre
de Gibbs, la estequiometria de la reaccion, la entalpia, la entropia y los cambios

en el calor asociado a la union.#?

El instrumento de ITC es un calorimetro que opera de acuerdo con el
principio de poder de compensacion dinamica, mide la cantidad de energia
(ucal/seg) requerida para mantener una diferencia de temperatura constante
(cercana a cero) entre la muestra en la celda de reaccion y la celda de referencia.
Inicialmente, el sistema de retroalimentacion aplica continuamente una pequefia
cantidad de energia a la celda de reaccion, lo cual determina la linea base. Cada
inyeccion de la solucién en la jeringa (usualmente llamada ligando) desencadena
la reaccion de unién y, dependiendo de la afinidad y la concentracién de los
reactantes (macromolécula y ligando) en la celda de reaccion, se formara una

cierta cantidad de complejo. La formacion de este complejo viene acomparada por
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la liberacidn (reaccion exotérmica) o la absorcion (reaccion endotérmica) de calor
gue causa una diferencia de temperatura entre la celda de reaccion y la celda de
referencia que contiene agua o solucion amortiguadora. Luego entonces, el
sistema de retroalimentacion disminuye o incrementa la energia que debe aplicar
a la celda de reaccién para compensar el desbalance térmico. Después de cada
inyeccion, el sistema busca el equilibrio y el balance de temperatura es
reestablecido. Por lo tanto, la sefial de energia guardada muestra un patron tipico
de deflexiones en forma de picos. Integrando el area bajo el pico, y asumiendo la
linea base como referencia, se obtiene el calor asociado a cada inyeccion.
Conforme el reactante en la celda de reaccibn comienza a saturarse, la sefial
calorifica disminuye hasta que soélo el calor de fondo, junto con algun fendmeno

inespecifico (dilucién del ligando, friccion liquida, etc.) se observan.

En la Figura 6A podemos observar un esquema béasico de un calorimetro
de ITC, se muestran las dos celdas (reaccion y referencia) rodeadas por una
chaqueta termoequilibrada, la jeringa de inyeccion que también funciona como un
dispositivo de agitacion, y los sistemas termoestatico y de retroalimentacion
controlados por computadora. En la Figura 6B de la misma figura se aprecia un
experimento clasico de ITC, donde el panel superior muestra la secuencia de
picos, cada uno correspondiente a cada inyeccion de la jeringa. Para este caso
particular, el ejemplo corresponde a una reaccidn endotérmica y la sefal
monitoreada es el calor necesario que debe ser aplicado a la celda de reaccion
para mantener la temperatura constante y cercana a la celda de referencia con

una diferencia casi de cero. El panel de la parte inferior muestra el grafico de calor
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integrado; el area debajo de cada pico, calculadas y normalizadas por mol de
ligando inyectado en cada una de las inyecciones, son graficadas contra el radio
molar (el cociente de la concentracién total de ligando y macromolécula en la

celda de reaccion).*3
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Figura 6. (A) Esquema basico de instrumento de ITC. (B) Experimento tipico de ITC.*

ITC es la Unica técnica experimental capaz de medir la energia de union en
sus componentes entélpicos y entropicos, lo que permite la identificacion de la
naturaleza y la magnitud de las fuerzas envueltas en la union de dos moléculas;
ademas de que la selectividad de un compuesto, en cuanto a proteinas o la
respuesta a mutaciones asociadas a farmaco-resistencia, depende en un grado
significativo de su firma termodinamica, y gracias a ello se ha vuelto una
tecnologia clave en la optimizacion de compuestos, incluso por encima de otras

técnicas de analisis que solo pueden determinar la constante de afinidad de unién
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e indirectamente calcular otros parametros termodinamicos realizando
experimentos a distintas temperaturas.*? La calorimetria de titulaciéon isotérmica ha
incrementado su popularidad en el estudio de proteinas, ya que cuenta con
algunas ventajas como que la técnica es relativamente facil de emplear, pudiendo
obtener una gran cantidad de resultados con una pequefia cantidad de proteina;
en algunos casos, los valores de la constante de unidn de una serie de proteinas
resultan similares o casi indistinguibles, por lo que la determinacién de la entropia
y entalpia de la reaccion nos permite un mayor grado de discriminacion; aunque
no es posible obtener una correlacion termodinamica-estructural total de los
experimentos de ITC, si es posible obtener conclusiones sensatas de los datos al
comparar cambios conformacionales sutiles de las proteinas; por ultimo, la
correlacion entre la capacidad calorifica y el cambio en el area de las cavidades
superficiales en la formacién de una interfase proteica ha resultado una
herramienta muy util para el entendimiento de las interacciones proteicas en

cuanto a estructura y termodinamica.**4°
1.7.Dicroismo circular

La interaccibn de una molécula quiral con la luz polarizada es muy
especifica y ha demostrado ser un método para la caracterizacion estructural tanto
de moléculas pequefias como de macromoléculas.*® La determinacién de
estructura secundaria y terciaria de biomacromoléculas, especialmente de
proteinas y acidos nucleicos, es necesaria para conocer cOmo estds moléculas
adquieren su conformacion nativa y funcional; debido a ello se han desarrollado

multiples técnicas que nos permiten entender como se forman estructuras
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secundarias y terciarias, asi como las interacciones no covalentes que estan

involucradas en la estabilidad de una biomolécula.*’

El dicroismo circular (DC) es una técnica empleada rutinariamente para
entender la estructura secundaria y terciaria de proteinas, acidos nucleicos, y
estructuras mayores formadas por la asociacion de estas moléculas con sus
ligandos. El dicroismo circular es una técnica espectroscopica que explora la
diferencia en la absorcion de luz polarizada circularmente a la izquierda y a la
derecha sobre moléculas 6pticamente activas para determinar sus configuraciones
absolutas. Cuando es aplicado a proteinas en el rango de longitud de onda del UV
lejano del espectro electromagnético (260-170 nm) puede ser usado para
caracterizar y cuantificar el contenido de estructura secundaria en términos de a-
hélice, hojas-f y estructuras sin orden definido. Esta técnica también nos permite
monitorear cambios moleculares producidos por efectos ambientales como el pH,
la fuerza idnica, la temperatura, 0 cambios mayores producidos por la interaccion
con un ligando. La sefial de dicroismo circular de residuos aromaticos de
triptéfano, tirosinas, y fenilalaninas son detectables en el rango cercano del UV
entre 260 a 300 nm y pueden ser usados para monitorear cambios en el ambiente
de estas moléculas, lo cual estad relacionado con la estructura terciaria de

proteinas.4849

La diferencia resultante entre la absorcion de luz polarizada circularmente a
la izquierda y circularmente a la derecha se expresa como absorbancia. Los
instrumentos de DC se conocen como espectropolarimetros y miden la diferencia

de absorcion de moléculas 6pticamente activas, es decir, que cuenten con al
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menos un centro quiral. La absorbancia resultante se grafica como la elipticidad en

el eje Y, y la longitud de onda en el eje X. Un equipo de DC sigue el esquema:

Fuente no Polarizador Polarizador Celda de Espectro de
polarizada plano circular muestreo DC

gy | o
Elipticidad
_’ o
g™
%’ V Longitud
(+) de onda

Figura 7. Esquema de DC en el que se mide la diferencia en absorcion.*®

Cuando la luz pasa a través de una solucion que contiene un cromoforo
como una proteina quiral, la luz puede interactuar de dos maneras distintas, puede
ser refractada en su paso a través de la solucidon o puede ser absorbida. La
refraccion es cuantificada por el indice de refraccion (n) de la solucion, mientras
gue la absorcion es medida con el coeficiente de extincion molar (E). Las
moléculas O6pticamente activas cuentan con coeficientes de extincion molar
distintos a la izquierda (EL) y a la derecha (Er) para la luz circularmente
polarizada. La diferencia de los coeficientes se conoce como (AE). Con base en la
ley de Lambert-Beer, la diferencia en la absorbancia de la luz polarizada

circularmente a la izquierda (AL) y a la derecha (Ar), puede expresarse como (AA):
AA = AL - Ar AEC| (ec. 7)

Donde la concentracion (c) y la longitud de onda (I) se incluyen en la

ecuacion 7. La diferencia de absorbancias, AA, es una medida del
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espectropolarimetro y se reporta generalmente en términos de elipticidad (8) en

grados; existe una relacién numérica simple entre AA 'y 6:

0 = 33 (AL - ArR) (ec. 8)
Para la comparacién de resultados es necesaria la molaridad, por lo que se
considera la masa molecular del compuesto (MW), la concentracion (c) en

grados/cm?, y la longitud de onda (l) en cm, para obtener la elipticidad molar

(Me):49,50

M6 = m6/100c | (ec.9)

Los espectros de DC para proteinas estan generalmente divididos en tres
rangos de longitud de onda, basados en la energia de las transiciones electronicas
que dominen ese determinado rango. El primero, el UV lejano (debajo de 250 nm),
donde predominan las contribuciones peptidicas; el segundo, el UV cercano (250-
300 nm), donde predominan las cadenas laterales aromaticas; el tercero, la region

UV-visible cercano (300-700 nm), donde contribuyen los cromoforos extrinsecos.

Longitud de onda (nm)
150 250 350 450 550
t—> < >
+—>
Longitudes de

onda para el Debajo de 250nm 250-300nm Por encima de 300nm

andlisis de Amidas Grupos aromaticos, Grupos extrinsecos,

cromoéforos Estructura secundaria estructura terciaria, estructura terciaria,

plegamiento unién de ligandos

Figura 8. Regiones del espectro de DC para proteinas.™!

La contribucion de cromoforos intrinseca al espectro de proteinas se refiere

a aquellos que son parte de la proteina, como péptidos, grupos de cadena lateral y
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grupos disulfuro. Mientras que los cromoforos extrinsecos son aquellos que no son
parte de la proteina, como flavinas o algun ligando que se encuentre en la solucion

analizada.>?!

La estructura secundaria de proteinas puede ser determinada a través de
mediciones de DC en el UV lejano (260-170 nm), asi como puede inferirse la
estructura terciaria por mediciones en el UV cercano (260-350 nm). A longitudes
de onda menores a 260 nm domina la absorcién el enlace peptidico,
especificamente por las amidas con carbones alfa asimétricos en ambos lados del
enlace peptidico, lo que induce una sefial de DC y permite la interpretacion de
estructura secundaria. A longitudes de onda en el UV cercano comienzan a
dominar la sefial los aminoacidos aromaticos, como la fenilalanina entre 250 y 270
nm, la tirosina entre 270 y 290 nm, el triptofano entre 280 y 300 nm, y por ultimo
los puentes disulfuro a longitudes mayores a 300 nm que también muestran

sefial.#9:52:53

Las amidas presentan dos transiciones débiles al ser medidas en el UV
lejano, una primera n>T1* que se caracteriza por ser la mas débil e involucrar
electrones no enlazantes del carbonilo, se presenta entre 210-230 nm y es
responsable de la banda negativa a 222 nm para las hélices alfa 'y a 216-218 nm
para hebras beta; una segunda transicion o> 1" de mayor energia alrededor de
los 190 nm, responsable de la banda positiva entre 193-195 nm para las hebras f3,

y las bandas positiva a 198 nm y negativa a 208 nm para las hélices a.545

El espectro de dicroismo circular esperado para una muestra de proteina
con hélices a, hebras B 0 una secuencia proteica no repetitiva o sin plegamiento
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se muestra en la Figura 9, la medicién se realiza en el UV lejano (190-260 nm)
monitoreando el cambio de elipticidad molar. Cuando la proteina analizada cuenta
con hélices a debe presentar un maximo positivo entre 193 y 195 nm, mientras
gue dos minimos negativos, uno a 208 nm y otro a 222 nm. Si la proteina cuenta
con hebras 3, debe presentar un maximo positivo a 198 nm, asi como un minimo
negativo a 220 nm. Si la secuencia proteica se encuentra desplegada o no es
repetitiva, exhibira valores negativos alrededor de 195 nm y tendra una baja
elipticidad, rondando valores no lejanos a cero, alrededor de los 210 nm.>%53 E|
espectro ejemplo en la Figura 8 muestra los datos de proteinas conformadas por
un solo tipo de estructura secundaria, pues las proteinas que contengan tanto
hélices alfa como hebras beta mostraran espectros Unicos de acuerdo con la
concentracion de cada tipo de estructura secundaria, pudiendo ser opacados

algunos puntos del espectro.*

80,000 193-195nm —— Heélices a
60,000 — - Secuencia ho

repetitiva
40,000

Elipticidad molar (deg/cm/M)

-60,000 T I T I ]
190 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros de DC asociados a distintos tipos de estructuras secundarias para
proteinas en el UV lejano.%®
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1.8. Espectrometria de masas MALDI-TOF

La ionizacion MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) acoplada
a un analizador TOF (Time of Flight) es una técnica analitica altamente
competitiva para la deteccién y caracterizacion de biocompuestos, tales como
péptidos, proteinas, azlcares, polimeros, dendrimeros y otras macromoléculas.
Esta técnica es empleada en espectrometria de masas y se basa en la ionizacion
suave de muestras que tienden a hacerse fragiles y fragmentarse cuando son
ionizadas por métodos méas convencionales. Ademas, la técnica no requiere de
muchos pasos para la preparacion de muestras, es capaz de analizar mezclas y
requiere de cantidades del orden picomolar de proteinas.>”:%®

En esta técnica la muestra se mezcla con la matriz en exceso sobre una
superficie de metal, de tal forma que ambas cocristalizan cuando se evapora el
solvente. Esta preparacion es sometida a pulsos cortos de laser (frecuentemente
un laser pulsado de nitrdgeno a 337 nm) en alto vacio lo que provoca que la
absorcion de energia por parte de la matriz sea convertida en energia de
excitacion y en transferencia de H* (protones) a la muestra (ionizacién) dando
lugar, normalmente, favoreciendo especies monocargadas que son analizadas
mediante TOF. Los iones son enviados a través de un tubo de vuelo debido a
pulsos de alto voltaje, donde se separan de acuerdo con su energia cinética. El
analizador TOF permite la determinacion de la masa en una region de alto vacio
mediante una medida muy precisa del periodo de tiempo desde la aceleracion de

los iones en la fuente hasta que impactan con el detector (Figura 10).5%:60
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Figura 10. (a) Esquema ilustrativo de MALDI y (b) el analizador TOF.%°

MALDI-TOF suele ser utilizado para la identificacion tanto de proteinas
aisladas como de mezclas de ellas, basandose en la identificacion de la masa
caracteristica de los péptidos identificados o PMF (Peptide Mass Fingerprinting).6*
Previo al analisis de una muestra, esta debe ser digerida utilizando enzimas
proteoliticas, tales como tripsina, quimotripsina o endoproteinasas para formar una
mezcla de péptidos; si se planea identificar una sola proteina y ha sido purificada
previamente por cromatografia de afinidad, cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) o mediante geles de electroforesis (PAGE) en una o dos
dimensiones, se puede utilizar sin necesidad de digerir la muestra. Luego de ser
analizados se comparan los valores con bases de datos que contienen la masa de
proteinas digeridas especificamente con la enzima utilizada. Si los datos son
confiables, se puede confirmar la identidad de una proteina si la diferencia entre la
masa tedrica de los residuos y la obtenida experimentalmente no son muy

diferentes.62.:63.64.65
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tirosina-cinasa c-Src se encuentra implicada en distintos tipos de cancer,
por lo que se ha vuelto un importante blanco farmacologico en el tratamiento de
estos padecimientos. Los farmacos inhibidores de c-Src aprobados por la FDA han
sido disefiados para unirse al sitio de union a ATP en el dominio catalitico de c-
Src, lo que los vuelve ATP competitivos. Por lo tanto, es relevante conocer las
bases energéticas que guian la interaccion del nucledtido con la enzima, con el fin
de poder describir de manera cuantitativa la competencia que deben superar los
inhibidores farmacolégicos. Ademaés, esta informacién termodinamica proveera
elementos para profundizar en la comprension del funcionamiento de c-Src. Con
este doble propésito, en este estudio realizamos una caracterizacion
termodindmica mediante calorimetria de titulacion isotérmica de la interaccion del

ATP con el dominio catalitico de c-Src.

3. HIPOTESIS
El analisis de la firma termodinamica de interaccion entre el dominio
catalitico de c-Src con el ATP permitird dilucidar aspectos moleculares

subyacentes a la actividad tirosina-cinasa de la enzima.

4. OBJETIVOS
4.10bjetivo general

Caracterizar los determinantes energéticos de la interaccion (AGa, ASa,
AHa), asi como la Ka entre el ATP y el dominio catalitico de c-Src mediante

calorimetria de titulacién isotérmica.
4.20bjetivos particulares

- Sobreexpresar el dominio catalitico de c-Src recombinante en un sistema
bacteriano.

- Purificar el dominio catalitico de c-Src mediante cromatografia de afinidad a
niquel y cromatografia de intercambio aniénico.

- Caracterizar al dominio catalitico de c-Src mediante dicroismo circular para

conocer su estabilidad térmica y estado conformacional.
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- Determinar los parametros energéticos de la interaccién entre el dominio

catalitico de c-Src y el ATP mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

5. MATERIAL Y METODO

5.1Soluciones y reactivos

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma Aldrich, Inc., en grado
analitico. Los diferentes medios y amortiguadores ocupados en la produccion
recombinante, purificacion y caracterizacion espectroscépica y calorimetria de la

enzima son indicados en la Tabla 2.

Medio LB (Luria-Bertani) Aforar a un litro de agua destilada los
siguientes reactivos:

10 g de Triptona

10 g de NaCl

5 g de Extracto de levadura
Esterilizar en autoclave.
Amortiguador de lisis 50 mM TRIS-HCI

150 mM NacCl

5 % Glicerol

Filtrar por membrana 0.45 pm
Amortiguador A columna Ni 50 mM TRIS-HCI

150 mM NacCl

5 % Glicerol

30 mM Imidazol

Filtrar por membrana 0.45 pym
Amortiguador B columna Ni 50 mM TRIS-HCI

150 mM NacCl

5 % Glicerol

500 mM Imidazol

Filtrar por membrana 0.45 pm
Amortiguador A columna Q 50 mM TRIS-HCI

50 mM NaCl

5 % Glicerol

Filtrar por membrana 0.45 pm
Amortiguador B columna Q 50 mM TRIS-HCI

1 M NacCl

5 % Glicerol

Filtrar por membrana 0.45 pym
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Amortiguador para calorimetria | 50 mM TRIS-HCI

150 mM NacCl

5 % Glicerol

5 mM CacClz

0.5mMDTT

Filtrar por membrana 0.45 pym
Amortiguador para dicroismo | 2 mM TRIS-HCI

circular 100 mM NaCl

5 % Glicerol

0.5mMDTT

Filtrar por membrana 0.45 pm
Amortiguador de tanque 10X 250 mM TRIS base

200 mM Gilicina

1 % SDS
Amortiguador de carga 4X 200 mM TRIS-HCI pH 8.0

400 mM DTT

40 % Gilicerol

8 % SDS

0.4 % Azul de bromofenol
IPTG 1MIPTG
PMSF 1 M PMSF
DTT 1MDTT
Estreptomicina 2.5 % Estreptomicina
Kanamicina 2.5 % Kanamicina

Tabla 2. Soluciones y reactivos.

5.2Replicacion y purificacién de vectores de expresion

Los vectores de expresion pET28a-TKD-Src y pCDFDuet-1-YopH, que
codifican para el dominio catalitico de c-Src y para la fosfatasa YopH, y que
ademas brindan la resistencia a kanamicina y estreptomicina respectivamente,
fueron replicados utilizando la cepa de Escherichia coli DH5a. Luego se realizo la
extraccion de ADN plasmidico utilizando el kit comercial QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN®, US) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La cepa DH5a

es la cepa de E. coli utilizada rutinariamente en los procesos de clonacion de
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plasmidos con alta eficiencia; esta cepa cuenta ademas con las mutaciones recAl
y endAl que incrementan la estabilidad de la insercion y mejoran la calidad del

plasmido utilizando los kit comerciales Miniprep.6®

5.3Transformacion de bacterias

La cepa Escherichia coli BL21(DE3) es utilizada para la produccién de
proteinas recombinantes en alta cantidad, cuenta con el lisbgeno DE3, es
deficiente de las proteasas Lon y OmpT, y es inducible por IPTG gracias a la
polimerasa de RNA T7.57 Las cepas de células quimicamente competentes
BL21(DE3) y DH5a fueron creadas por la Dra. Patricia Cano Sanchez del Instituto
de Quimica, UNAM.

Se realiz6 la cotransformacion de la cepa BL21(DE3) mediante el método
de choque térmico.®® Alicuotas de 50 pL de células competentes de la cepa
BL21(DE3) almacenadas a -70 °C fueron descongeladas en hielo durante 5
minutos, se adiciond 1 pL de ADN plasmidico (=50 ng) y se incubaron en un bafio
de hielo por 30 minutos. Pasado el tiempo, fueron incubadas a 42 °C durante 45
segundos en un equipo thermoblock (Accublock digital dry bath, Labnet, US) y
después enterradas en hielo durante 2 minutos, llevandose a cabo el choque
térmico. Luego se adicionaron 200 pL de medio LB y se dejaron recuperar durante
1 hora a 37 °C. Finalmente, se plaguearon las células en medio LB sdlido
suplementado con los antibidticos correspondientes y se incubaron a 37 °C hasta
el desarrollo visible de colonias transformantes (=18 h).

5.4Sobreexpresion del dominio catalitico recombinante de c-Src

Se prepar6 un prein6culo a partir de una colonia de células
cotransformantes BL21(DE3) resuspendida en 30 mL de medio LB suplementado
con antibioticos (LB+KS) e incubada a 37 °C durante 6 horas a 200 rpm. Después
se repartio el preinéculo en tres matraces de 2 L de capacidad conteniendo 1.5 L
de medio LB+KS y se incubaron a 37 °C a 250 rpm alrededor de 6-8 horas hasta
alcanzar una densidad Optica a 600 nm de aproximadamente 1.0 (ODeoo=1). Al
cabo de ese tiempo fueron incubados a 18 °C durante 1 hora bajo las mismas

condiciones de agitacion. Se procedio a inducir los cultivos con 1 mM de IPTG y
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se incubaron a 18 °C durante 18 horas, llevando a cabo asi la sobreexpresion.
Pasado el tiempo de incubacion, se colectaron las células por centrifugacion en
tres tubos Falcon® de 50 mL con la misma cantidad de paquete celular,

posteriormente fueron almacenadas en el congelador de un refrigerador comun.”:36
5.5Purificacion del dominio catalitico recombinante de c-Src

La purificacion del dominio catalitico de c-Src se llevdé acabo de acuerdo
con el método reportado por Seeliger y col. con algunas modificaciones.” Los
paquetes celulares obtenidos en el paso anterior fueron resuspendidos en 25 mL
de amortiguador de lisis y posteriormente lisados mediante sonicacion en un
equipo Sonicator 3000 (Misonix, Inc, US) con una potencia de 5.5 watts y ciclos de
5 segundos en encendido y 30 segundos en apagado hasta completar un total de
5 minutos en encendido. El lisado fue aclarado por centrifugacion a 14000 rpm
durante 40 minutos para separar el detrito celular del extracto crudo
(sobrenadante). El extracto crudo fue filtrado por una membrana de 0.45 pm y
aplicado a una columna de afinidad a niquel HisTrap™ FF (GE Healthcare) de

5mL usando el siguiente protocolo (cada unidad de volumen corresponde a 5mL):

I. 3 vol. de agua desionizada
ii. 4 vol. de amortiguador A-Ni (para equilibrar la columna)
iii.  Extracto crudo-Ni (se colecto fraccion No retenido-Ni)
iv. 4 vol. de amortiguador A-Ni (se colect6 fraccion Lavado-Ni)
v. 6 vol. de amortiguador B-Ni (se colecto fraccién Elucién-Ni)
vi. 4 vol. de amortiguador B-Ni
vii. 3 vol. de agua desionizada

viii. 3 vol. de etanol al 20%

La muestra de la fraccion del Extracto crudo-Ni se tomo previo al paso por
la columna de afinidad a niquel. Después, la fraccién Elucién-Ni fue aplicada a una
columna de intercambio aniénico HiTrap™ Q FF (GE Healthcare) de 5 mL usando

el siguiente protocolo (cada unidad de volumen corresponde a 5mL):
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i. 3 vol. de agua desionizada
ii. 4 vol. de amortiguador A-Q (para equilibrar la columna)
iii.  Extracto crudo-Q (se colect6 fraccion No retenido-Q)
iv. 4 vol. de amortiguador A-Q (se colectd fraccion Lavado-Q)
v. 6 vol. de amortiguador B-Q (se colect6 fraccion Elucion-Q)
vi. 4 vol. de amortiguador B-Q
vii. 3 vol. de agua desionizada

viii. 3 vol. de etanol al 20%

5.6Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Todas las fracciones obtenidas de la purificacion fueron analizadas por
electroforesis en un gel de poliacrilamida, al 10 % para la fraccién separadora y
4% para la fraccion concentradora, en condiciones desnaturalizantes con SDS. Se
utilizé el marcador de peso molecular para proteinas BLUEstain™ 2 Protein
Ladder (GoldBio, US). Las fracciones de la purificacion fueron previamente
preparadas mezclando 20 pL de cada fraccion colectada con 20 pL de
amortiguador de carga y calentadas en un bafio de agua hirviendo durante 5
minutos. Aplicadas las muestras en el gel, la migracién electroforética procedié a
90 Volts durante 90 minutos hasta que el indicador de bromofenol llegara

aproximadamente a 1 cm antes de salir del final del gel.

El gel fue fijado con una solucion de acido acético glacial 10%, metanol
50% y agua destilada 40% durante 15 minutos, y posteriormente tefiido con una
solucion de azul de Comassie al 0.1%. Una vez tefido, se lavdé con agua hasta

eliminar el exceso de colorante.5°70
5.7 Cuantificacion y preparacién de muestras

La fraccion Elucién-Q resultante de la purificacion, y que contiene a nuestra
proteina, se introdujo en una membrana de corte de 12-14 kDa/25 mm
(Spectra/Por® 2 Dry Standard RC Dialysis Tubing, Spectra Labs, US) contra

amortiguador de calorimetria a 4°C durante 18 horas para realizar la dialisis. La
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proteina dializada se filtr6 por una membrana de 0.45 um, el filtrado resultante fue
diafiltrado y concentrado en tubos centricones con membrana de 10 kDa de corte
de peso molecular (Amicon® Ultra 15 mL Centrifugal Filters Merck Millipore, US)
mediante centrifugacion a 4500 rpm en periodos de 10 y 5 minutos durante tres y

una ocasion respectivamente, intercambiando con amortiguador de calorimetria.

La cuantificacion de la proteina se procedié por lectura de su absorbancia a
280 nm (Az2s0) en un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu, US) empleando una
celda de cuarzo de 1 cm de paso de luz. El célculo de la concentracion se obtuvo
utilizando el coeficiente de extincion molar €280 = 51140 M-icm? calculado
mediante el servidor Expasy-ProtParam tool,”* asumiendo que todos los residuos
de cisteina se encuentran reducidos. La muestra para cuantificar fue preparada
diluyendo la proteina 1:5 con amortiguador de calorimetria y tomando la lectura
directamente del equipo, que descuenta de manera automatica el blanco
(amortiguador de calorimetria). Se utiliz6 la siguiente formula para el calculo de la
concentracion de proteina [P] a partir de la Azgso, del €280 y tomando en cuenta el

factor de dilucion (1:5):%°
[P] = Azs0/ €280 (ec. 10)
5.8Calorimetria de titulacion isotérmica

Las mediciones calorimétricas fueron obtenidas en un microcalorimetro
MicroCal ITC200 (GE Healthcare, US). Se utiliz6 una concentracion de proteina de
20 UM en la celda de reaccion, mientras que la concentracion de ATP utilizada en
la jeringa fue de 1.5 mM para el primer conjunto de titulaciones c-Src vs ATP a las
temperaturas 20 y 35°C. El segundo conjunto de titulaciones consistié en la
proteina contra el Ca-ATP a las temperaturas 20, 25, 30 y 35°C, utilizando la
misma concentracion de proteina y ATP que para el primer conjunto, siendo el
ligando preparado en amortiguador de calorimetria con calcio. En el tercer grupo
de titulaciones, el sistema calcio vs ATP, se conservaron las condiciones de
temperatura del segundo conjunto, usando una concentracién de 70 mM para el
calcio y 0.75 mM para el ATP; este ultimo preparado en amortiguador de

calorimetria sin CaCl>.
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El esquema de titulacion para los tres conjuntos fue de 19 inyecciones
consecutivas de 2 L de ligando, con intervalo de 3 minutos entre cada inyeccion y
agitacion constante de 600 rpm. Todas las muestras fueron degasificadas
mediante alto vacio y sin agitacion durante 20 minutos previo a cada experimento.
Los datos crudos fueron analizados y ajustados a un modelo de un sitio de unién

empleando el software Origin 7.0.43
5.9Mediciones de dicroismo circular

Los espectros de DC se obtuvieron en un espectropolarimetro Jasco-J700
(Jasco Inc, Easton, MD, US) equipado con un sistema de control de temperatura
Peltier a 20 °C y empleando una celda de cuarzo de 1 mm de paso de luz. Las
mediciones fueron realizadas a una velocidad de barrido de 20 nm/min con una
resolucion de 1 nm en el intervalo de 260 a 190 nm (region del UV lejano), con un
tiempo de espera de 5 segundos. El espectro final representa el promedio de tres

acumulaciones individuales.

Para la obtencién del perfil de desplegamiento térmico de c-Src se realizo
un barrido de temperatura en un intervalo de 20-80 °C a una velocidad de
calentamiento de 1 °C/min monitoreando el cambio de elipticidad a 208 nm
(longitud de onda constante) con una resoluciéon de 1 °C. La muestra proteica
utilizada para las mediciones fue preparada diluyendo la proteina purificada con
agua desionizada ajustando a una concentracion final de 0.33 mg/mL apropiada a
las necesidades de este tipo de experimentos.

Para procesar los datos se transformo el valor de elipticidad observada a
elipticidad molar (grado cm? mol?) utilizando la férmula (ec. 9):

00bs * MW
[P] = d=*100

OMolar =

Donde BMolar es la elipticidad molar, 80bs es la elipticidad observada en
miligrados (mdeg), MW es el peso molecular promedio de los aminoéacidos, [P] es

la concentracién de proteina en mg/mL y d es el paso 6ptico en cm.50:53
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5.10 Espectrometria de masas MALDI-TOF

El espectro de masas fue obtenido en el sistema MALDI-TOF (del inglés,
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) en un instrumentro
MALDI-TOF (Microflex Brunker Daltonics) a cargo de la M. en C. Lucero Mayra
Rios Ruiz del Instituto de Quimica, UNAM. La muestra se prepar6 diluyendo la
proteina pura hasta 3.75 UM e intercambiando dos veces con agua desionizada
para eliminar el exceso de sales. La muestra se suspendié en una matriz de acido

sinapinico en una relacién (1:5) matriz/proteina.
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6. RESULTADOS

6.1Purificacion del dominio cinasa recombinante de c-Src

El dominio cinasa recombinante de c-Src fue sobreexpresado en sistema de
bacteria, primero utilizando la cepa E. coli DH5a para la replicacion de los
plasmidos pET28a-TKD-Src, que contiene la informacion del dominio cinasa, y
pCDFDuet-1-YopH, que contiene la fosfatasa YopH necesaria debido a la alta
toxicidad que representa la sobreexpresion de una cinasa para la bacteria; y la
cepa E. coli BL21(DE)3 fue utilizada para la sobreexpresion siendo

cotransformada con los plasmidos anteriores.’

Con el objetivo de facilitar la purificacion del dominio de c-Src, se incluy6
una etiqueta de histidinas en el segmento N-terminal, lo que permitid el uso de
cromatografia de afinidad a niquel. Al terminar la primera cromatografia se obtuvo
el dominio catalitico de c-Src y a la fosfatasa YopH, de acuerdo con los resultados
del corrimiento de las fracciones de la purificacion en gel de poliacrilamida, por lo
gue resultdé necesario emplear una segunda cromatografia, en esta ocasion de
intercambio anidnico. A continuacion, se muestran los parametros fisicoquimicos

de ambas proteinas.” "t

Proteina PM (Da) pl €20 (Mtcm?) | No. de residuos
Dominio 32633 6.05 51140 253
catalitico

c-Src

YopH 50939.4 8.92 18910 468

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de YopH y el dominio catalitico de c-Src.

Al llevarse a cabo la segunda cromatografia, se introdujo la muestra de
elucién proveniente de la primera cromatografia, que contenia ambas proteinas.
Debido a que hay una diferencia notable en el punto isoeléctrico de ambas
proteinas (Tabla 3) y que el pH del amortiguador utilizado fue 8.0, c-Src se
encontraba con carga negativa mientras que YopH con carga positiva, provocando

gue esta Ultima no fuera retenida en la resina de la columna cargada
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positivamente. De esta manera se obtuvo el dominio catalitico de c-Src puro, como

se muestra en la Figura 11.

A M ECni NRni L Eni B M ECaq NRa Laq Eq
KDa KDa

759- - x 759 -

il 63> |

48> : 48> = -‘-
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Figura 11. Geles SDS-PAGE de la purificacion del dominio catalitico de c-Src.
A) Fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad a niquel del extracto crudo proteico. ECn;,
extracto crudo; NRni, no retenido; Lni, lavado; Eni, elucion. B) Fracciones obtenidas de la
cromatografia de intercambio aniénico. ECq, extracto crudo; NRq, no retenido; Lo, lavado; Eq,
elucion.

6.2Espectrometria de masas MALDI-TOF

Para confirmar la identidad del dominio catalitico de c-Src, se realizé un
analisis por medio de espectrometria de masas MALDI-TOF a la proteina pura. Se
concentro la muestra hasta 3.75 puM y se intercambi6 con agua desionizada dos
veces en un sistema Amicon con membrana de corte de 30 kDa para eliminar el
exceso de sales. El espectro obtenido de MALDI-TOF (Figura 12) mostré un ion
molecular m/z de 32324 Da, muy cercano al peso molecular teérico del dominio
catalitico de c-Src de 32633 Da, con solo una diferencia de 309 Da, por lo que se
confirma la identidad de la proteina.
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Figura 12. Espectro de masas para el dominio catalitico de c-Src.
La masa molecular tedrica para el dominio catalitico de c-Src es de 32633 Da y la relacion fue de
32324 Da para el ion molecular (MH+).

6.3Dicroismo circular

Con el objetivo de determinar el plegamiento del dominio catalitico de c-Src,
se realizaron mediciones de dicroismo circular en la region del UV-lejano (280-190
nm) a 20 °C (Figura 13). Se puede observar en el espectro de DC obtenido un
maximo positivo a 198, asi como un minimo negativo a 208 y a 224 nm. El
espectro para proteinas que cuentan solo con hélices a debe presentar un maximo
positivo alrededor de 195 nm, asi como un minimo negativo a 208 y 222 nm,
mientras que para hebras 3 un maximo positivo a 198 nm y un minimo negativo de
menor intensidad a 214 nm (Figura 9). Por lo tanto, el espectro obtenido para c-
Src muestra la presencia de hélices a, tanto como de hebras 3, siendo el minimo

de éstas Ultimas enmascarado a la sefial mas dominante de las hélices a.>°
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Figura 13. Espectro de DC del dominio catalitico de c¢-Src a 20°C.
Realizado a una velocidad de barrido de 20 nm/min, resoluciéon de 1 nm, en un rango de 190 a 260
nm, a una elipticidad molar con minimo en 208 nm, a una temperatura de 20 °C, en un
amortiguador de 2 mM de TRIS-HCI pH 8.0, 100 mM de NacCl, 5 % de glicerol y 0.5 mM de DTT.

Para obtener informacion acerca de la estabilidad térmica del dominio
catalitico de c-Src se realiz6 un barrido de temperatura de 20 a 80 °C
monitoreando el cambio de elipticidad molar a 208 nm (Figura 14, puntos azules).
El barrido térmico muestra una transicion monofasica que da inicio alrededor de
43°C, lo que nos indica que el dominio catalitico de c-Src se encuentra en un

estado de plegamiento nativo a temperaturas menores de alrededor 35 °C.
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Figura 14. Superposicién del perfil de desplegamiento (puntos azules) y plegamiento
(puntos rojos) térmico del dominio catalitico de c-Src. Monitoreando elipticidad a 208 nm, con
velocidad de calentamiento de 1 °C/min y de enfriamiento de 5 °C/min, resolucién de 1 °C

Se realiz6 la medicion del espectro DC a los 80 °C (Figura 15), con el
objetivo de determinar el plegamiento con el que contaba el dominio catalitico de
c-Src concluido el perfil de desplegamiento. El espectro obtenido nos muestra que
se pierden puntos caracteristicos de una proteina a/8, y aunque se conserva cierto

grado de plegamiento, hay una pérdida de estructura secundaria considerable.
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Figura 15. Espectro de DC del dominio catalitico de c¢-Src a 80°C.
Realizado a una velocidad de barrido de 20 nm/min, resolucién de 1 nm, en un rango de 190 a 260
nm, a una elipticidad molar con minimo en 208 nm, a una temperatura de 80°C, en un
amortiguador de 0.05 mM de TRIS-HCI pH 8.0, 100 mM de NaCl, 10% de glicerol y 0.1 mM de
DTT.

Para determinar si el desplegamiento térmico es reversible para el dominio
catalitico de c-Src, se realizé un barrido de 80 a 20 °C (Figura 14, puntos rojos),
mostrando el perfil de plegamiento obtenido, que no se recupera la sefal original.
Esto indica que el desplegamiento térmico no es reversible por parte del dominio
catalitico de c-Src.

6.4Calorimetria de titulacién isotérmica

6.4.1 Dominio catalitico de c-Srcy el ATP

Con el objetivo de determinar los parametros termodinamicos de la
interaccién entre el dominio catalitico de c-Src y el ATP, se realiz6 la
caracterizacion termodinamica de su asociacién en un intervalo de temperaturas

de 20 a 35 °C, con incrementos de 5 °C. El estudio se realiz6 con el ion calcio
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como cofactor metalico, dado que en presencia del ion magnesio la enzima ejerce

una actividad catalitica residual que impide medir directamente el proceso de

union. La Tabla 4 resume los valores de los pardmetros termodinamicos para la

titulacion del dominio catalitico de c-Src y el Ca-ATP, siendo todas las reacciones

exotérmicas. La Figura 16 muestra los termogramas (paneles superiores) y las

isotermas de unién (paneles superiores). Las curvas calorimétricas fueron

ajustadas mediante un modelo de un solo tipo de sitio de union. Los resultados

fueron consistentes con una estequiometria de interaccion 1:1.

T Ka Kd AHa -TASa AGa ACp
(°C) (x10°M1) (nM) (Kcal molt) | (Kcal mol?) | (Kcal molt) | (cal molK?)
20 1.0+/-0.1 1026.7 -3.7+/-0.1 -4.3 -8.0
25 29+/-1.0 348.4 -3.8+/-0.2 -5 -8.8

-14

30 5.1 +/-0.6 194.9 -3.9+/-0.0 -5.2 -9.3

35 1.9+/-0.2 531.9 -3.9+/-0.1 -4.9 -8.8

Tabla 4. Parametros termodindmicos para la unién del dominio catalitico de c-Src y el Ca-

ATP.
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Figura 16. Termogramas (parte superior) e isotermas de unién (parte inferior) para la
asociacion entre el dominio catalitico de c-Src y el Ca-ATP. Realizados a A)20, B)25, C)30 y
D)35°C, obtenidos mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

48



Para conocer la interaccibn que presenta el sistema del dominio
catalitico de c-Src con el ATP en ausencia de un metal divalente, se realizaron las
titulaciones bajo las mismas condiciones de las determinaciones que incluyeron
calcio. La Figura 17 muestra los termogramas (paneles superiores) y las
isotermas de unidn (paneles superiores) determinados a 20 y 35 °C. Como se
puede observar, no se observé sefial de interaccion del ATP libre de ion metélico
con la proteina en ninguna de las temperaturas evaluadas.
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Figura 17. Termogramas (parte superior) e isotermas de unién (parte inferior) para la
asociaciéon entre el dominio catalitico de ¢-Src y el ATP. Realizados a A) 20 y B) 35 °C,
obtenidos mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

6.4.2 Calcioy el ATP

Para conocer la interaccion entre el calcio y el ATP y poder asi evaluar el
efecto de este equilibrio sobre la interaccion del dominio catalitico de c-Src, se
realizaron las titulaciones de asociacion el ion metalico y el nucleétido en un
intervalo de temperatura de 20 a 35 °C cada 5°C. La Figura 18 muestra los
termogramas (paneles superiores) y las isotermas de unién (paneles superiores)
para el sistema calcio y ATP, siendo todas las reacciones endotérmicas. Se utilizd

un modelo de un sitio de union ajustado a las curvas calorimétricas,
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estableciéndose una estequiometria 1:1. La Tabla 5 resume los valores de los

parametros termodinamicos para la titulacion del calcio y el ATP.

T Ka Kd AHa -TASa AGa ACp
(°C) (x10%M1) (UM) (Kcal molt) | (Kcal mol™®) | (Kcal mol?) | (cal moltK?)
20 2.0+/-0.2 492.6 1.0 +/- 0.0 -5.5 -4.4
25 2.1+/-0.2 487.8 1.1+/-0.0 -5.6 -4.5

87.4

30 25+/-0.2 401.6 1.6+/-0.1 -6.3 -4.7

35 3.0+/-0.2 343.6 2.3+/-0.1 7.2 -4.9

Tabla 5. Parametros termodinamicos para la union de Cay el ATP.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.10btencién del dominio catalitico recombinante de c-Src

En la actualidad, el desarrollo y optimizacién de farmacos blanco-dirigidos
requiere de la caracterizacion del blanco terapéutico por medio de estudios
bioguimicos, estructurales y biofisicos. En particular, los dos ultimos tipos de
estudio demandan cantidades grandes de proteina pura y activa, del orden de
miligramos.?’22% Por lo anterior, en este trabajo se decidid6 sobreexpresar de
manera recombinante el dominio catalitico de c-Src utilizando el método descrito
por Seeliger y col. con ligeras modificaciones debido a facilidades experimentales,
obteniendo el dominio de c-Src con un rendimiento de 10 mg/L de cultivo LB. Para
su obtencién fue cotransformada la cepa E. coli BL21(DE3) utilizando los
plasmidos pET28a-TKD-Src que codifica para el dominio catalitico de c-Src y
pCDFDuet-1-YopH que codifica para la fosfatasa YopH. La necesidad de la
coexpresion de la fosfatasa se debe a que la sobreexpresion de la tirosina-cinasa
c-Src produce una alta toxicidad por hiperfosforilacion en la bacteria, de acuerdo
con lo reportado por Seeliger y col. Ademas, en ausencia de la fosfatasa se
reporta la sobreexpresion de una gran cantidad de proteina insoluble que al ser
purificada reduce de manera importante la cantidad de proteina activa o
correctamente plegada.’ La importancia de YopH radica en su alta especificidad
por residuos de fosfotirosina y su baja discriminacion entre proteinas sustrato, lo
cual contribuye a la homeostasis del grado de fosforilacion.

La fosfatasa YopH muestra, a pesar de no tener una etiqueta de histidinas,
cierta interaccion con la resina de niquel y se adhiere a ella, por lo que fue
necesario el uso de la cromatografia de intercambio aniénico que nos permitio
obtener el dominio de c-Src puro debido a la notable diferencia en los puntos
isoeléctricos entre éste y la fosfatasa (Tabla 3). El analisis de los geles de
poliacrilamida (Figura 11) muestra una banda en el carril de elucién de la

cromatografia de intercambio aniénico muy cercana a la altura de la banda de 35
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kDa del marcador de peso molecular para proteinas, que coincide con el peso
molecular tedérico para el dominio cinasa de c-Src de 32.6 kDa.?’* Ademas,
después de comparar el peso molecular obtenido mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF de 32324.05 Da (Figura 12), que solo difiere en 0.3 kDa del
peso tedrico, se concluye que se obtuvo el dominio catalitico recombinante de c-
Src. Tanto el gel de poliacrilamida como el espectro de masas indican que la

proteina fue obtenida basicamente en forma pura.
7.2 Estabilidad del dominio catalitico de c-Src

El dicroismo circular es una técnica espectroscopica usada para
caracterizar y cuantificar el contenido de estructura secundaria en proteinas, asi
como cambios en la estructura terciaria, lo que permite estudiar su plegamiento.
También permite monitorear cambios moleculares producidos por efectos
ambientales como el pH, la fuerza idnica, la temperatura, o cambios mayores
producidos por la interacciéon con un ligando.*"#84° Con el objetivo de comprobar
el adecuado plegamiento del dominio catalitico de c-Src, para conocer su
estabilidad térmica y poder definir el intervalo de temperatura para realizar los
experimentos de calorimetria con la proteina en un estado plegado, se realizaron
mediciones de dicroismo circular a 20 y 80 °C, asi como un barrido de temperatura
iniciando en 20 y hasta 80 °C, ademas de uno iniciando en 80 y terminando en
20°C.

El espectro de DC obtenido para el dominio catalitico de c-Src a 20 °C
(Figura 13) muestra un patron que indica la presencia de mas de un tipo de
estructura secundaria, siendo tanto de hélices a como de hebras 3, debido a la
forma caracteristica que siguen los puntos, tanto en maximos como en

minimos.49:50:54.55

El espectro obtenido es caracteristico de la presencia de estructura
secundaria de cada tipo, tanto hélice a y hebra . Mediante el software K2D3, se
calculé un enriguecimiento de 36% de hélices a y 14.53% de hebras B, lo que
concuerda con lo descrito en la literatura para la estructura cristalogréafica del

dominio catalitico de c-Src.29:10.13
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El perfil de desplegamiento (Figura 14, puntos azules) mostré una
transicion monofasica del dominio catalitico de c-Src, lo que da evidencia para
asumir que la proteina se encuentra con un plegamiento nativo a temperaturas
menores a 35°C. Al disminuirse la temperatura, no se recuperé la sefial del estado
nativo de plegamiento, por lo que el desplegamiento provocado por la temperatura
resulto irreversible (Figura 14, puntos rojos). La temperatura de trabajo 6ptima
para el dominio catalitico de c-Src resulta por debajo de los 35°C, donde no

parece haber cambios en la estructura secundaria.
7.3Energética de la interaccion entre el ATP y el calcio.

La forma quelada por ion metélico del ATP es el sustrato para todas las
reacciones enzimaticas que utilizan el ATP, siendo la forma acomplejada con el
ion Mg?* la mas relevante fisiol6gicamente. El ATP requiere de un metal divalente
para acomplejarse, tal como lo es el Mg?*, el Ca?* y el Sr?*, aunque existen
pruebas de que puede unirse a cationes monovalentes como el Li*, Na* y K* con
una menor afinidad que los divalentes.”?"® Para conocer y describir la interaccién
gue tiene el calcio con el ATP, se realizaron titulaciones calorimétricas de este

sistema.

En las mediciones realizadas entre el calcio y el ATP, se observa una
afinidad en el orden milimolar. La constante de afinidad (Ka) aument6 conforme se
incrementd la temperatura, mostrando que la formacion del complejo calcio-ATP
es mas favorable conforme se llegb a los 35 °C. Esta tendencia es
termodindmicamente esperada para un proceso endotérmico, lo cual coincide con
el signo de la entalpia de unién determinada. Ademas, los datos mostraron una

estequiometria 1:1, que concuerda con lo reportado en la literatura.”

El cambio de entalpia de union (AH,) resulta del balance entre el cambio de
entalpia intrinseca (AHint), contribucion favorable determinada por la formacién de
enlaces no covalentes entre las moléculas interactuantes, y el cambio de entalpia
de solvatacion (AHsov), contribucion desfavorable debido al proceso de
desolvatacion de las superficies interactuantes. Por tanto, los datos calorimétricos

indican un mayor peso del AHsov para la unién calcio-ATP.3740 El AHa mostré una
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dependencia de la temperatura, aumentando de 1.0 a 2.3 kcal/mol en el intervalo

de temperatura estudiado.

El cambio en la entropia de unidn (ASa) resulta en una disminucion minima
conforme el aumento de temperatura, con valores positivos desde 272 a 206
cal/mol. El ASa en la formacion de complejos biomoleculares esta determinado por
tres componentes principales. El cambio en la entropia de solvatacion (ASsoy) esta
determinado por el desplazamiento de las moléculas del solvente unidas al ATP y
al calcio, lo que resulta en una aportacion favorable (valor positivo) a la unién, por
la liberacién de las moléculas de agua del solvatante. El segundo componente, el
cambio en la entropia conformacional (ASconf), resulta en una contribucién
desfavorable debido a que el ATP pierde grados de libertad conformacional
cuando esta unido al calcio, mientras que este Ultimo no tiene gran peso en esta
contribucion, teniendo un pequefio valor negativo. El Ultimo componente, el
cambio en la entropia roto-traslacional (ASrotw-tras) resulta en una aportacion
desfavorable, ya que con la formacion del complejo Ca-ATP se reduce la cantidad
de particulas libres en la solucidén. Los datos calorimétricos indican, por lo tanto,
gue la aportacion positiva del ASsov a la ASa es la contribucion favorable
dominante a la formacién del complejo Ca-ATP.37:3840

El cambio en la energia libre de Gibbs (AGa) disminuye y se hace mas
negativa conforme el aumento de temperatura, lo cual indica mayor estabilidad en
el complejo formado conforme se llega a los 35°C. Gracias al valor negativo del
AGs,, y al valor positivo de AS, y AHa,, se concluye que la union del calcio y el ATP

es un proceso endotérmico espontaneo, entrépicamente dirigido.

El cambio en la capacidad calorifica (ACp) resultdé de un valor positivo de
87.4 cal/molK, lo cual es consistente con la deshidratacién de superficies

polares.”
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7.4Energética de la interaccién entre el dominio catalitico de c-Src y el
ATP

El objetivo final del reconocimiento molecular es la formacién de un
complejo entre las moléculas participantes, tales como una proteina y un
ligando.®”> La optimizaciéon de farmacos blanco-dirigidos requiere de un buen
reconocimiento molecular, por ello se han realizado muchos esfuerzos en
caracterizar bioquimica, biofisica y estructuralmente los blancos farmacoldgicos,
como lo es la tirosina cinasa c-Src.>®7® Con el objetivo de determinar los
pardmetros termodinamicos de la union entre el ATP y el dominio catalitico de c-
Src para poder analizar su interaccién, se realizaron titulaciones calorimétricas de

estas biomoléculas a diferentes temperaturas.

En las mediciones realizadas del dominio catalitico de c-Src titulado con el
ATP en ausencia de un metal divalente (Figura 17), se observa que no hay
interaccién entre ambas biomoléculas. Este resultado implica que el ion metalico
es fundamental para el reconocimiento del ATP por parte de la enzima.’?
Presumiblemente, la repulsion de cargas entre el ATP, que debido a los grupos
fosfato cuenta con carga negativa, y los grupos cargados de la proteina en el sitio
catalitico o de union a ATP, no permite la union de ambas biomoléculas. Los datos
calorimétricos muestran una débil sefial endotérmica para la titulacion a 20°C, la

cual puede ser atribuida al calor de dilucién al titular la muestra.*:43

Para las mediciones del dominio catalitico de c-Src contra el complejo Ca-
ATP, se observé una Ka en el orden milimolar. Asimismo, existe una dependencia
del cambio de entalpia de unién (AH.) con la temperatura, disminuyendo de -3.7 a
-3.9 kcal/mol.

Las mediciones del dominio catalitico de c-Src vs Ca-ATP a 35°C no siguen
la tendencia de cambio que tienen los parametros termodinamicos que se
presentan a menores temperaturas, algo que podria atribuirse a que como
muestra la Figura 15, existen ligeras alteraciones a la estructura secundaria
conforme la temperatura se acerca a los 35°C. Por lo anterior, se ha decidido no

tomar en cuenta la titulacion del dominio catalitico de c-Src y el Ca-ATP a 35°C
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para el analisis de la tendencia de los parametros termodinamicos y el calculo del

cambio en la capacidad calorifica (ACp).

La AHa de la union resulta favorable al ser negativa, caracteristica de una
unibn exotérmica, ademas, se hizo mas favorable conforme el aumento de
temperatura. Este cambio favorable nos indica que el componente de la entalpia
de enlace, el cambio de entalpia intrinseca (AHint), que esta dada por la formacion
de interacciones no covalentes como puentes de hidrégeno, interacciones
electrostéticas y fuerzas de van der Waals, tiene una gran aportacion favorable a
la AHa debido a la formacién de enlaces no covalentes entre el Ca-ATP y el
dominio catalitico de c-Src, pues la cinasa cuenta con un sitio de unién especifico
para este ligando; el segundo componente, el cambio de entalpia de solvatacion
(AHsowv), presenta una contribucion desfavorable debido a la desolvatacion de
grupos polares y no polares en la proteina, asi como en el ligando y las particulas
del solvente. Al final, la formacién de enlaces no covalentes es mas favorable que

la pérdida de moléculas de solvente en la proteina y el ligando.37:4°

El cambio en la entropia de unién (ASa) se muestra favorable al presentar
valores positivos del orden de 215-260 cal/mol, ademas aumenta su valor
conforme incrementa la temperatura. La ASa se compone de tres aportaciones, el
cambio de entalpia de solvatacién (ASsov), que esta dada por la liberacion del
solvente en la proteina y el ligando tras la union, el cual es un componente
favorable a la asociacion; el cambio de entropia conformacional (ASconr) esta dado
la pérdida de grados de libertad, por lo que el componente resulta desfavorable
para la union; por ultimo, el cambio de entropia roto-traslacional (ASioto-tras) €Sta
dado por la pérdida de grados de libertad rotacionales y traslacionales de las
moléculas interactuantes, al pasar de un sistema bimolecular antes de la unién
(proteina + ligando) a un sistema unimolecular después de la unién (complejo
proteina-ligando), y resulta en menos particulas libres en solucion, por lo que este
componente resulta desfavorable. Aun con dos contribuciones desfavorables, por

parte de la AScont Y 1a ASioto-tras, l1a gran contribucién favorable de la ASson, permite
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gue la AS4 resulte favorable a la union del dominio catalitico de c-Src y el Ca-
ATP_37,77,78

El cambio en la capacidad calorifica (ACp) provee una conexion entre los
demas pardmetros termodinamicos y la informacién estructural de proteinas
debido a la fuerte relacion con el area superficial menos disponible en la formacion
de un complejo proteina-ligando. Asi, el ACp determinado a partir del AH, para las
titulaciones a 20, 25 y 30°C resulta de -14 cal/mol, al ser un valor negativo nos
indica que hay una disminucion del area superficial disponible en la proteina tras la
union del Ca-ATP, es decir que disminuye el area de contacto entre la proteina y
el solvente.**"® No obstante, es de hacer notar que este valor tan pequefio de ACp
es cercano al reportado para la interaccién de otras proteinas con nucleétidos que
siguen una asociacion tipo cuerpo rigido.8° Por tanto, se puede concluir que no
existen cambios sustanciales en la conformacién de c-Src al interactuar con el

nucledtido.

Los valores del AGa resultaron favorables al ser negativos y se hacen mas
favorables conforme el aumento de la temperatura, o que nos indica que hay un
ocultamiento de superficie de la proteina expuesta al solvente tras la union del
complejo Ca-ATP; debido al valor del AG,, el proceso es espontaneo y existe
buena estabilidad en la formacion del complejo proteico, confirmado también por la

elevada Ka que resulta a la vez en una baja constante de disociacién (Kg).”

En base a lo anterior, la union entre el dominio catalitico de c-Src y el Ca-
ATP es un proceso endotérmico espontaneo entalpicamente dirigido, lo que indica
gue la cantidad de interacciones no covalentes, supera a la rigidificacién o pérdida
de grados de libertad que se genera tras la union. La optimizacién de farmacos en
la actualidad esta basada en la mejora de los componentes entélpicos y/o
entropicos de la unién entre el ligando y el receptor, por lo que conocer bajo que
componentes esta gobernada la unién de un ligando como el ATP, puede ayudar a
la optimizacion de farmacos que mimetizan la union de este ligando en el sitio

catalitico de nuestra proteina.®!
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8. CONCLUSIONES

-El dominio catalitico de c-Src recombinante fue sobreexpresado y

purificado en bacteria exitosamente.

-El andlisis de DC del dominio catalitico de c-Src revelé un plegamiento
caracteristico de una a/p proteina, una estabilidad térmica sin presentar cambios
por debajo de alrededor de 35°C, y una transicion monofasica por el
desplegamiento térmico que es irreversible.

-El dominio catalitico de c-Src sélo puede unirse al ATP cuando éste se

encuentra acomplejado con un metal divalente.

-Los determinantes energéticos de la interaccion entre el dominico catalitico
de c-Src y el Ca-ATP fueron favorables y entalpicamente dirigidos, con constantes

de asociacion del orden puM.

-Los determinantes energéticos de la interaccion entre el ATP y el calcio
fueron entropicamente dirigidos y entalpicamente desfavorables, con constantes

de asociacion del orden mM.

-La interaccion de c-Src con Ca-ATP puede ser descrita como una

asociacion tipo cuerpo rigido.

Este trabajo forma parte de la investigacion actual que existe hacia las
cinasas, enzimas de gran prioridad clinica debido a su papel en distintos
trastornos. Particularmente, se brindan aportaciones acerca de la energética de la
interaccion entre c-Src y el nucleétido sustrato, asi como de los cambios
conformacionales asociados. Esta informacion eventualmente podra ser utilizada
en la optimizacion de farmacos blanco-dirigidos hacia el sitio de union a ATP y con

ello conseguir una mejora en las terapias actuales.
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9. PERSPECTIVAS

Con el fin de determinar cuantitativamente la competencia entre el ATP y
las moléculas farmacoldgicas indicados para padecimientos relacionados con la
proteina, se realizara la caracterizacion termodinamica de la interaccion entre c-

Src y farmacos inhibidores como bosutinib, dasatinib, ponatinib y Vandetanib.
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