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RESUMEN

Bajo condiciones normales, la actividad catalitica de la tirosina-cinasa Abl es finamente
regulada por varios mecanismos intra e intermoleculares. En la forma desfosforilada de la cinasa,
el grupo miristoilo presente en el extremo terminal se une al dominio catalitico, ocasionando
acomodos conformacionales en el sitio de union a MgATP que resulta en la inhibicidn catalitica
de forma alostérica. La translocacion cromosomica t(9;22)(q34;q11) genera la enzima
oncogénica Bcr-Abl como producto del entrecruzamiento segmentado de los genes que codifican
para Abl y para la proteina Ber. Debido a la pérdida del grupo miristoilo en Ber-Abl, la actividad
transforforilante de la enzima queda desregulada, ocasionando el desarrollo, mantenimiento y

progresion de la leucemia mieloide créonica (LMC).

La estrategia farmacoldgica mas explorada para regular la actividad de Bcr-Abl ha
consistido en inhibir competitivamente el sitio de union a MgATP. Hasta el momento, se han
desarrollado farmacos eficaces como imatinib, dasatinib, nilotinib, entre otros, que conducen a
la remision de la enfermedad. Sin embargo, se ha reportado con frecuencia creciente la
ocurrencia de mutaciones puntales en el sitio de union a MgATP que provocan que los
inhibidores competitivos pierdan su capacidad de unién a Bcr-Abl y, por lo tanto, su eficacia
clinica. En vista de ello, la inhibicién alostérica de Bcr-Abl es un campo que ha despertado gran
interés. Recientemente, se han sintetizado farmacos como GNF-5 y AbI001 (Novartis
Pharmaceuticals) que se unen al sitio de unién del miristoilo, generando una inhibicién
alostérica. La importancia de estos inhibidores radica en que las terapias duales en combinacién
con farmacos competitivos son eficaces para eliminar células en cultivo que expresan resistencia
a farmacos como la mutacion T3151 (Ber-Abl™"), que es la que genera la mayor resistencia a

tratamientos monofarmaco.

Con el fin de proveer informacion que permita arrojar nueva luz sobre el mecanismo
de regulacién alostérica de Abl humana, la cual eventualmente pueda resultar de utilidad para
establecer estrategias de desarrollo y optimizacion de nuevos farmacos para la inhibicion de Bcr-
Abl, en el presente estudio realizamos una caracterizacion termodinamica de los efectos
energéticos de union mutuos entre el sitio activo y el sitio alostérico de la enzima. Se realizé la
sobreexpresion en sistema bacteriano y la purificacion de una construccion recombinante (SH-
Abl) consistente en los dominios de homologia SH3 y SH2 unidos al dominio catalitico de la

enzima (TK-Abl), obteniendo un rendimiento en el orden de decenas de miligramos de proteina



por litro de medio de cultivo. El plegamiento y la integridad estructural de SH-Abl fueron
comprobados mediante dicroismo circular en el UV lejano. Los experimentos de interaccion
mediante calorimetria de titulacion isotérmica mostraron que SH-Abl une imatinib y dasatinib
con una afinidad sub-nanomolar, aunque con una entalpia de union mucho mas favorable para
el primero de los inhibidores. La ocupacion del sitio alostérico con &cido miristico provocé un
incremento de un orden de magnitud en la afinidad de SH-AbI por dasatinib, mientras que la
afinidad por imatinib se modificé marginalmente. Este efecto diferencial en la afinidad por los
inhibidores estuvo acompafiado por cambios grandes y opuestos en la entalpia de interaccion.
Ademas, un andlisis de los valores del cambio de capacidad calorifica determinados para cada
complejo estudiado, sefiala que la unién de inhibidores a SH-AbI estd acompafiada por cambios
conformacionales de diferente magnitud, llevando a SH-Abl a adoptar diferentes
conformaciones en funcion del inhibidor competitivo y/o alostérico al que se asocie. Un analisis
comparativo con datos de union TK-Abl aislado, permitio evaluar los efectos energéticos de los

dominios SH3 y SH2 en el reconocimiento de inhibidores farmacoldgicos.
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1. INTRODUCCION
1.1 Proteinas Tirosina Cinasas

Aproximadamente el ~2% del genoma humano transcribible codifica para 518
diferentes cinasas, siendo este grupo de enzimas el segundo mas numeroso del proteoma. Las
cinasas estan clasificadas en tres familias: proteinas serina/treonina (385 miembros), proteinas

tirosina cinasa (90 miembros) y proteinas pseudo-tirosina cinasas (43 miembros)(1, 2).

Las tirosinas cinasas (PTKs del inglés protein tyrosine kinases) conforman una gran 'y
diversa familia, presente principalmente en el filo Metazoas, aunque también se han
caracterizado enzimas en los grupos de los Coanoflagelados y los Filasteas. Estos tres grupos
provienen de un solo tronco comun que se remonta a hace 600 millones de afos (2, 3). Las PTK
catalizan la transferencia del fosfato gama del nucleétido trifosfato (ATP) a un residuo de
tirosina (Tyr) de una cadena proteica, resultando en un cambio conformacional que afecta la
funcion de la proteina cliente (4). Las PTKSs tienen un dominio catalitico altamente conservado,
muy similar en las proteinas serina/treonina cinasas, pero con motivos que identifican solo a la

familia de las tirosina cinasa con un alto grado de conservacion (5).

Se sabe que el humano expresa cerca de 90 genes de PTK distribuidos en 19 de los 24
cromosomas humanos (Figura 1). De los 90 genes, 58 pertenecen a las RTK (RTK del inglés
receptor tyrosine kinases) distribuidos en 20 subfamilias y 32 genes para el tipo no receptoras
(NRTK del inglés non-receptor tyrosine kinases) que pueden ser divididas a su vez en 10
subfamilias (2). Las RTK son proteinas transmembranales involucradas en la traduccién de
sefiales del medio extracelular. Las RTK estdn compuestas por tres dominios: un dominio
extracelular (que se une al ligando), un dominio transmembranal y finalmente un dominio
catalitico intracelular (que fosforila al sustrato). Las NRTK actGan en diferentes
compartimientos celulares como proteinas reguladoras. Estas carecen de un domino
transmembranal, jugando un papel importante en muchas vias de sefializacion (2, 4, 6).
Contienen un dominio cinasa a menudo acompafiado de dominios de sefializacion o interaccion
proteina-proteina tales como los dominios de homologia SH2 y SH3 (7). En los ultimos 20 afios,
se ha intensificado el estudio de las cinasas. Esto ha permitido entender el papel las PTK en el
desarrollo de enfermedades humanas como la diabetes y el cancer (2). Ademas, los genes de las

PTK también han sido vinculados a una variedad de sindromes congénitos (4, 6, 8).
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Figura 1 Distribucidn de genes de proteinas tirosina cinasas (PTK) en el genoma humano (2).

De manera normal, las PTK estan involucradas en diversos procesos de regulacion
como sefializacion, crecimiento, diferenciacion, adhesion, motilidad y muerte celular. Han sido
implicadas en vias de sefializacion que previenen la proliferacion desregulada o contribuyen a la
sensibilidad de estimulos apoptoticos. Sin embargo, estas vias de sefializacion estan alteradas en
células cancerosas, favoreciendo la sobrevivencia y proliferacion. Por tanto, no es de sorprender
que el fallo en la regulacion de las PTK puede resultar en el mal funcionamiento de la red de
sefializacion, y proveen la generacion de células malignas (7, 9, 10). En virtud de ello, estas
enzimas se han posicionado como blancos farmacoldgicos. Se han propuesto diversas estrategias
para su inhibicién, como el desarrollo de moléculas que compitan por el sitio de unién a ATP
(11-13), anticuerpos monoclonales (14), farmaco-péptidos (15), inhibidores alostéricos (16) e
inhibidores de la angiogénesis (17), entre otras. En los ultimos afios se han identificado y
estudiado algunas tirosina cinasas frecuentemente involucradas en cancer como Src (18), EGFR
(19) y Abl (20), entre otras (21). Abl es una tirosina-cinasa involucrada en el desarrollo de la
leucemia mieloide crénica (LMC), el cancer mas estudiado tanto a nivel celular como molecular.
La basqueda de la inhibicion de Abl ha llevado a innumerables investigaciones alrededor del

mundo para poder entender su funcionamiento y su papel en la enfermedad (11).
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1.2 Leucemia mieloide crénica y su impacto en la poblacion mexicana

La LMC es un desorden clonal que se origina en las células madre hematopoyéticas de
la medula Gsea, caracterizado por un exceso de granulocitos (neutréfilos, basofilos, eosinéfilos).
En 1973, Janet Rowleyes definid a la LMC como la primera enfermedad maligna determinada
por la adquisicion de un Unico evento genético que ocurre a nivel cromosoémico (22, 23). La
causa molecular de la LMC es la translocacion reciproca entre los brazos g de los cromosomas
9y 22 (Figura 2), generando un cromosoma 9 mas largo y un cromosoma 22 mas corto llamado
cromosoma Philadelphia (Ph+). Esta translocacion fusiona la porcion 3” del gen de la cinasa Abl
(del inglés ABelson Leukemia virus homologe) en el cromosoma 9 con la porcion 5 del gen que
codifica la enzima Ber (del inglés Breakpoint Cluster Region) en el cromosoma 22, resultando
en la expresion de una proteina quimérica Ber-Abl. La tirosina-cinasa Abl esta presente en todas
las celulas del organismo humano, teniendo una actividad finamente regulada. Interacciona con
otras proteinas que conjuntamente regulan procesos celulares tales como la adhesion celular, la
reparacion del ADN vy la dindmica del citoesqueleto (24). Por otro lado, Bcr es una Thr/Ser
cinasa, que también funciona como una proteina activadora de la GTPasa conocida como Racl,
la cual esta involucrada en la formacion de la red neuronal. A través de esta actividad, la proteina

Bcr ayuda a regular el movimiento (migracion) y la funcion de las células (25).

Cromosoma 9 alterado

Cromosoma Ruptura

9 normal cromosOmica
Cromosoma
22 alterado
Cromosoma cromosoma
22 normal g iladelfia)
ber —3— - | ber-abl
abl

w

Figura 2. Translocacién t(9;22) (q34;g11) que origina el cromosoma filadelfia. Segmentos de los brazos largos (q) de los
cromosomas 9 y 22 sufren una ruptura en los sitios de los genes Abl y Bcr respectivamente, los cuales son intercambiados
reciprocamente para dar origen a un cromosoma 9 alterado (gen quimérico Abl-Bcr) y a un cromosoma 22 alterado (gen quimérico
Bcr-Abl), este Ultimo denominado cromosoma philadelphia (modificado de https://www.teresewinslow.com/#/cellular-scientific/).
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El sitio de corte en el cromosoma 22 puede darse en tres lugares distintos (exén 1, 11/12
y 13); dependiendo del sitio ser& el peso molecular de la proteina quimérica resultante. En el
90% de los casos, el rompimiento en el cromosoma 22 da origen a una proteina de 210 kDa
(p210BCRA0N asociada a la LMC (23, 26). Ber-Abl en las células malignas se encuentra
constitutivamente activa, por lo que su desregulacion estd involucrada en procesos como
inhibicion de la apoptosis, la perdida de la adhesion celular y aumento de la proliferacion, entre
otras alteraciones que resultan en el desarrollo de la enfermedad (20, 26). A medida que la
enfermedad avanza, nuevas anormalidades citogenéticas pueden irse desarrollando, asi como
mutaciones en el domino cinasa de Bcr-Abl. Estas mutaciones estan asociadas a la resistencia a

tratamientos farmacologicos de LMC (23).

Cabe mencionar que la fusion de Abl con otras proteinas también conduce a la pérdida
de los mecanismos autorregulatorios de Abl, asociandose a otros tipos de leucemias. Aqui, las
proteinas de fusion aportan motivos que incrementan la actividad cinasa de Abl (20). Ademas,
Abl ha sido detectada en otros tipos de tumores sélidos como mama, colorrectal, pulmon y
ovario, presentado una amplificacion genica, acumulacion de mutaciones y alta actividad
catalitica. Sin embargo, los mecanismos de Abl en este tipo de neoplasias aun son poco

conocidos (27).

Segun la American Cancer Society, la LMC representa un poco méas del 10% de todos
los casos de leucemia en Estados Unidos. Este tipo de leucemia se presenta principalmente en
adultos y rara vez en nifios. La edad media de diagnostico es alrededor de los 64 afios de edad,
y casi la mitad de los casos se diagnostica en mayores de 65 afios. En el 2018, aparecieron cerca
de 8,430 nuevos casos (4,980 hombres y 3,450 mujeres) con una mortalidad del 22% (28).
Particularmente en México, diversos estudios han determinado la edad media de diagnostico
entre los 39y 43 afios, con los limites de edad entre 12 y 86 afios. La falta de unificacion en estas
estadisticas en nuestro pais hace dificil la estimacion precisa de estos datos, aunque se calcula
que existen alrededor de 80,000 casos de leucemia, el 10% de los cuales corresponde a LMC.

La incidencia anual aproximada es 1-1.5 casos por cada 100,000 habitantes (29, 30).

La LMC es la primera enfermedad neoplésica que tiene un tratamiento dirigido a un
blanco molecular en especifico. La primera linea de tratamiento son inhibidores de union al sitio
catalitico de Bcr-Abl. Este tipo de tratamientos ha extendido la sobrevida de los pacientes hasta
por 10 afios en el 87% de la poblacion enferma. En cambio, otras estrategias previas de
quimioterapia o la aplicacion de interferdn llevan a una sobrevida menor a 5 afios (31). El costo

anual aproximado de tratamiento con los inhibidores clinicamente aprobados imatinib y
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dasatinib es de $29,000.00 y $49,500.00 dolares, respectivamente. Es evidente que dichos costos
constituyen un gran obstaculo para que las terapias basadas en tales farmacos puedan estar al

alcance de la mayoria de los pacientes que los necesitan (29).

1.3 Generalidades estructurales de Abl

Abl presenta una arquitectura multidominio. La primera mitad de la secuencia (residuos
1-531) es homologa a la familia de tirosina-cinasas Src, constando de los dominios SH3, SH2 y
un dominio tirosina-cinasa (TK del inglés Tyrosine kinase) (24, 32). La segunda mitad cuenta
con dominios que la diferencian de la familia Src como un dominio de unién a DNA, un domino

de union a filamentos de actina y motivos de reconocimiento cortos (33, 34) (Figura 3A).

o
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Figura 3. Organizacion estructural de la proteina Abl y BCR-Abl. A) Organizacion estructural de la proteina Abl isoforma 1b
donde se muestran sus diferentes regiones y dominios. B) Organizacion estructural de la oncoproteina quimérica Ber-Abl, en
donde se observa el dominio de oligomerizacion en el segmento Bcr que favorece su actividad transformante y ademas se muestra
la pérdida del grupo miristoilo autorregulatorio. Se muestran mutaciones en diferentes dominios que generan resistencia a farmacos
(adaptado de Hantschel O y Saleh T (32, 35)).

El gen abl produce dos variantes por empalme alternativo, uno de ellos tiene un grupo
miristoilo en el extremo N-terminal (Abl-1b) y otro que es 19 residuos més corto en el extremo
N-terminal (Abl-1a), que no presenta esa modificacion postraduccional (32, 36). La organizacion
estructural de Abl esta conformada, desde el extremo N-terminal hacia el extremo C-terminal,

por los siguientes elementos:

e Laregion cap (residuos 1-84) que se puede encontrar miristoilada o no. El grupo
miristoilo es una cadena alifatica de 14 carbonos que tiene un papel clave en su
regulacion catalitica. Estructuras cristalograficas (34) y estudios de union (37) han

revelado que este grupo miristoilo interactda con un hueco hidrofébico ubicado en
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el Iobulo C del dominio catalitico (TK). Se ha caracterizado que la union de
pequefias moléculas hidrofébicas a este hueco altera la actividad catalitica de la
cinasa, apoyando que existe una comunicacion alostérica entre el sitio de unién del

grupo miristoilo y el sitio activo (38, 39).

e El dominio SH3 (residuo 85-138) compuesto de dos hebras- cortas antiparalelas,
empaguetadas una contra la otra para formar una estructura en forma de barril. El

dominio SH3 puede unir péptidos ricos en prolinas.

e Un pequefio linker o conectors™¥2 (139-152) que une al dominio SH3 con un
dominio SH2.

e EIl dominio SH2 (residuos 153-237), cuya estructura consiste en una hebra-f
antiparalela central, flanqueada por hélices-a. Este dominio tiene dos funciones
importantes para la regulacion de Abl, uno es el reconocimiento de fosfotirosinas
de las proteinas blanco (40), y el segundo es el reconocimiento del
empaquetamiento de SH2 con el I6bulo C-terminal a través de una red de puentes
de hidrégenos y una interaccion por traslapamiento de anillos entre la Try161 del
SH2 y la Try 361 del C-terminal (32-34, 36, 37).

e Un /inker (residuos 238-250) que enlaza el dominio SH2 con el dominio TK. Este
linker posee un motivo poliprolina (PXXP) que adopta una conformacién
helicoidal tipo poliprolina tipo 1l (PPII), la cual es reconocida por el dominio SH3
(32-34, 36, 37).

e Eldominio TK (residuos 251-534), el cual contiene dos l6bulos que se dividen por

el sitio catalitico de la enzima.

e La segunda mitad de la secuencia de Abl (residuos 535-1100) contiene motivos
ricos en prolina (PXXP), motivos de localizacion nuclear, un dominio de union a

DNA y finaliza con una secuencia de exportacion nuclear (figura 1A).

Cuando se da la traslocacion cromosémica, el gen de Bcr se fusiona al N-terminal de
Abl, eliminando parte de la Cap que tiene al grupo miristoilo autorregulatorio (Figura 3B). La
proteina Bcr contiene un dominio de oligomerizacion que es sustancial para el establecimiento

de la enfermedad. Este dominio se compone de una hélice N-terminal corto, un bucle flexible y



una larga helice C-terminal que forman una estructura con forma de N con el bucle, que permite
a las dos hélices asumir una orientacion paralela (Figura 4A). EI dominio de oligomerizacion
favorece la formacion de oligobmeros de Bcr-Abl, permitiendo la transfosforilacion de Abl y
aumentar su actividad cinasa (Figura 4B)(41).

i e [
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Figura 4. Dominio de Oligomerizacion (DO) y su papel en BCR-AbI. A) Estructura cristalografica del dominio de
oligomerizacion (PDB: 1K1F), donde se muestran cuatro cadenas independientes del domino de oligomerizacion (DO),
interactuando a través de intercambio de hélices-a.. B) La polimerizacion del DO genera un oligémero que favorece la
transfosforilacion de Abl, y asi la activacion de su funcion cinasa.
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1.4 Descripcion estructural del dominio tirosina-cinasa

El dominio tirosina-cinasa (residuos 251-534 en Abl humana) se divide en dos I6bulos. El I6bulo
N (251-335) esta compuesto de cinco hebras B antiparalelas y la llamada hélice-a.C. El 16bulo C
(335-534) estd mayoritariamente formado por hélices a; entre ellas se encuentra la hélice al, la
cual se dobla al interaccionar con el grupo miristoilo de la Cap (Figura 5). En la interfase de
estos dos lobulos se encuentra el sitio activo. Los dos I6bulos estan conectados a través de una
hebra (la region del conector / bisagra) que actia como una bisagra sobre la cual pueden rotar

uno con respecto al otro al unir ATP y / o al péptido sustrato (32-34, 36, 37).

Los residuos del 266-275, ricos en glicinas, forman un asa Illamada P-loop entre las hebras- B1
B2 del I6bulo N (figura 5). Estos residuos participan en el reconocimiento de los fosfatos By v
del ATP (42). La region bisagra que une a los l6bulos N y C esta estructurado por los
aminoacidos 335-340, los cuales generan una plataforma donde la adenina del ATP se asienta
(43).
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Helice-aC
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Figura 5. Estructura del dominio tirosina-cinasa (TK-Abl). Estructura resuelta por rayos X unida a imatinib, un farmaco de
primera generacion; ademas fue resuelto un acido miristico unido al sitio de regulacion alostérica en el 16bulo C (PDB 10PJ).

Otro elemento clave para la regulacion de la actividad cinasa de Abl es el llamado loop
de activacion (residuos 400-421). Este loop de alta flexibilidad se encuentra en el I6bulo C
(Figura 5). Oscila entre dos conformaciones, una DGF-in (activa) y otra inactiva DFG-out
(inactiva) (Figura 6A). EI motivo aspartato-fenilalanina-glicina (DFG) en el estado activo esta
orientado hacia el sitio activo, donde puede coordinar un ion Mg?* importante para la catélisis.
En la conformacion inactiva, el aspartato se aleja del sitio activo y la fenilalanina se mueve hacia
adentro, en una conformacion que imposibilita estéricamente la union de Mg?*. La fosforilacion
de la Tyr-412 que se encuentra en el loop de activacion, conduce a una interaccion electrostatica
con Arg-405, estabilizando una conformaciéon del loop abierta y expuesta al solvente,
permitiendo el acceso del péptido sustrato al sitio catalitico (Figura 6B) (36, 42-44). En la
conformacidn cerrada del loop, la tirosina del loop no esta fosforilada, y se encuentra formando
un puente de hidrogeno con el aspartato catalitico (Asp-382). Esta interaccion oculta al sitio
catalitico, y el loop mimetiza al péptido sustrato (Figura 6B) (36, 44). La hélice a.C también
sufre un cambio conformacional dependiendo del estado en que se encuentra el dominio tirosina
cinasa (DFG-in o DGF-out). El Glu-305 est4 interaccionando con la Lys-290 orientando a la

hélice o.C de una manera muy particular(43, 45).
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Figura 6. Conformacion DFG-in'y DFG-out del loop de activacion en el dominio TK. A). El loop de activacién puede oscilar
entre dos conformaciones, una DFG-out (conformacion inactiva), donde el loop se encuentra oculto al solvente mimetizando al
péptido sustrato en el sitio activo y la conformacién DFG-in (conformacién activa) donde el loop se encuentra mas expuesto al
solvente permitiendo la entrada del ATP al sitio catalitico. B) La secuencia consenso DFG se encuentra orientada en el sentido
contrario con respecto a la otra. La conformacion inactiva se encuentra estabilizada por la interaccion entre la tirosina catalitica
(Y412) y un &cido aspartico del 16bulo C, mientras que la conformacién activa la tirosina catalitica estd interaccionando

directamente con la arginina*® del mismo loop de activacién (PDB: 10PJ y 2GQG).
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1.5 Cambios conformacionales globales entre la forma activa e inactiva de Abl

Estudios cristalograficos (34, 46) y cinéticos (47) han descrito a grandes rasgos el modo
de regulacion de Abl. De forma normal, la proteina es capaz de oscilar entre dos conformaciones,
una cerrada o autoinhibida y otra abierta o activa (Figura 7) (34, 35, 46-49). Con base en su
arquitectura modular, Abl posee varios elementos estructurales con conformaciones particulares
en sus formas abierta o cerrada. De manera general, se han descrito tres motivos estructurales
regulatorios clave para la actividad enzimatica: i) el loop de activacion altamente flexible que
actia como “compuerta” permitiendo el acceso de ATP, ii) la interaccion SH3 con el linker de
SH2 y TK (linker®H#TK) que es importante para mantener a Abl en una conformacion cerrada;
la pérdida de esta interaccion permite la apertura de Abl'y el incremento de su actividad y iii) un
hueco hidrofdbico en el domino C que une al grupo miristoilo (37), permitiendo actuar a la CAP

como abrazadera estabilizadora de la conformacion cerrada (Figura 7A) (36, 46).

)

=
Parche aC
Linker SH2-TK
A B P
o
activacion o
3 obulio
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Cap® Inhibicion
SH
Loop de
Helice al’ Loop de activacion
activacion (DFG-in)
- A (DFG-out)
CaprxP Helice al

Figura 7. Esquema de las conformaciones de Abl. A) Conformacion autoinhibida o cerrada estabilizada por una interaccion del
grupo miristoilo de la CAP con el I6bulo C del dominio cinasa. B) Conformacion extendida o abierta favorecida por la fosforilacion
de los residuos Y-226 y Y-393 (circulos naranjas) (adaptado de Saleh T, et al.(35))
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Se han resuelto estructuras cristalograficas de una construccion de Abl que contiene a
los dominios SH3-SH2, donde se observan dos conformaciones, una conformacién cerrada que
esta unida a miristato y al inhibidor ATP competitivo PD166326 (Figura 8), y una conformacion
abierta unida también a un inhibidor competitivo, pero en ausencia del grupo miristoilo en el
sitio alostérico. En esta uUltima estructura no se resuelve el dominio SH3, aunque se observa
densidad difusa sobre el SH2 (34).

Miristico

Figura 8. Estructura cristalografica de Abl en conformacion cerrada. En color azul el 16bulo C y una molécula de acido
miristico (color amarillo), en morado el I6bulo N. En la interfaz del bidominio se encuentra unido al inhibidor PD166326. En rojo
se muestra el linker LPXXP que une al dominio cinasa con el domino SH2 (amarillo), este Gltimo con el residuo Y-158 interacciona
hidrofébicamente con el residuo Y-361 del 16bulo C. Los residuos Y-89 y Y-134 del dominio SH3 (verde) interaccionan con el
residuo P-242 del linker LPXXP, que adopta una estructura PPII gracias a los residuos P-237, P-242 y P-249. (PDB: 2FQ0).
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La conformacion cerrada es compacta, estabilizada por la union del grupo miristoilo a
la cavidad hidrofébica del I6bulo C. 12 de los 14 carbonos que componen la cadena alifatica del
miristoilo quedan ocluidos en la cavidad (Figura 9A), provocando el doblamiento de la hélice-
al, que en la conformacion abierta se encuentra recta (Figura 9B). El doblez de la hélice permite
el contacto del SH2 con el 16bulo C, contacto que esta impedido cuando la hélice-al esté recta.
La interaccion SH2-I6bulo C esta dada por interacciones electrostaticas entre varios residuos de

ambos dominios, ademas de varias aguas estructurales que sirven como puente. Adicionalmente,

se observa una interaccion de apilamiento de anillos entre Y-158 y Y-361 (Figura 9C) (34, 46,
49).

Figura 9. Inhibicién alostérica de Abl por la unién del &cido miristico. A) El 4cido miristico se entierra en la cavidad
hidrofébica del 16bulo C, B) provocando el doblamiento de la hélice-al, cambio que permite que C) el dominio SH2 interaccione
con el 16bulo C del dominio TK a través de contactos electrostaticos entre varios aminoacidos y aguas estructurares en la interfase
(esferas rosas), ademas del apilamiento de anillos de Y-89 y Y-134. (PDB: 2FO0y 3PYY)

En la conformacion cerrada, se observa al dominio SH3 interactuando con la hélice
tipo PPII del linkerS™2-TK, El principal contacto que contribuye a estabilizar la union entre SH3
y el linkerS"% T se da entre los residuos Y-89 y Y-134 contenidos en el SH3, que interaccionan

directamente con uno de los residuos de prolina del motivo PXXP (Figura 8) (36, 50).
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Para que Abl transite de una conformacion cerrada a una conformacion abierta es
necesario la fosforilacion de residuos de tirosina que participan en la estabilizacion de la
conformacion cerrada como son la Y-89, Y-134, Y-158 y Y-361, en las que se incluyen la
tirosina catalitica en el loop de activacion (Y-412) y una tirosina en el linkersH?TK (Y-245). La
fosforilacion del residuo Y-245 permite la separacion de los dominios SH3 y SH2 del dominio
cinasa (37, 47). De esta manera, el dominio SH2 ahora es trasladado a una region llamada
“parche aC” localizada en la parte superior del 16bulo N del TK, estabilizado por interacciones
hidrofobicas (34, 47, 49, 51) donde un residuo de isoleucina (I-164) contenido en el SH2 es
importante para la interaccion (Figura 10). Se ha mostrado experimentalmente que la mutacién
I164E provoca una disminucion considerable de la actividad enzimética, al interrumpir la
interaccion entre el SH2 y el 16bulo N de TK, mientras que otra mutante (T231R) que refuerza
la interaccion SH2-16buloN aumenta la actividad catalitica hasta 3 veces comparado con el TK
aislado (47, 51).

ParcheaC

Figura 10. Modelo estructural de Abl en conformacién abierta. EI dominio SH2 (amarillo) interacciona con el 16bulo-N del
dominio cinasa (morado) para estabilizar a la conformacion activa de la proteina. La lle-164 juega un papel critico en esta
interaccion (acercamiento). El dominio SH3 (verde) fue generado alineando el dominio SH2 de la estructura de SH2-SH3 (PDB
10PL) a la estructura de los dominios SH2-TK (2Abl).
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1.6 Estrategias farmacoldgicas contra la proteina de fusion Bcr-Abl

La estrategia farmacologica més utilizada hasta el momento para inhibir la actividad
catalitica de la proteina quimérica Bcr-Abl (impidiendo la fosforilacién de sustratos que
desencadenan una cascada de sefializacion que desregulan el ciclo normar celular, llevando a un
fenotipo maligno a la célula), ha consistido en el desarrollo de farmacos inhibidores que
compitan por el sitio de union a ATP (Figura 11) (52). A la fecha se han reportado méas de 100
diferentes moléculas que inhiben eficientemente Bcr-Abl. Sin embargo, solo cinco farmacos han
sido aprobados por la FDA (53, 54).
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Figura 11. Estrategia farmacoldgica para inhibir a Bcr-Abl. A) En LMC la proteina de fusion Ber-Abl fosforila a sus sustratos,
que asi pueden ser reconocidos por sus proteinas efectoras, desencadenando vias de sefializacion desreguladas en la enfermedad.
B) El imatinib se une competitivamente al sitio de unién de ATP en Bcr-Abl, lo que impide la fosforilacion del sustrato,
interrumpiendo la sefializacion a blancos efectores en la célula. (adaptado de Goldman, et al(52)).

El farmaco de primera linea para los pacientes con LMC en fase crénica es imatinib
(Gleevec, Novartis Pharmaceuticals) (Figura 12A). La terapia con este farmaco extiende la
sobrevida de los pacientes hasta por 10 afios. Con todo, la resistencia a este farmaco ha sido un
gran problema. La resistencia estd dada por varios eventos moleculares como son la
amplificacion génica de Bcer-Abl, la sobreexpresion de proteinas transportadoras de farmacos y
proteinas de la familia Src, asi como mutaciones puntuales, entre otros. La causa mas comun es

la aparicion de mutaciones puntuales que se presentan en alrededor del 75% de pacientes con
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resistencia a imatinib. Mas de 30 mutaciones han sido reportadas clinicamente, algunas de las
cuales flanquean el sitio de unién de imatinib, evitando asi la union. No obstante, la mayoria de
las mutaciones se encuentran a lo largo de la proteina (55-58). Se ha propuesto que estas
mutaciones alejadas al sitio de union alteran la flexibilidad de la proteina, llevandola a

conformaciones que no pueden ser reconocidas por imatinib (36).

El alto grado de resistencia o poca tolerancia hacia imatinib por la poblacién con Ph+,
ha motivado la basqueda de nuevos farmacos eficaces contra la resistencia a imatinib. Dasatinib
(Sprycel, Bristol-Myers Squibb), nilotinib (Tasigna, Novartis Pharmaceuticals) y bosutinib
(Bosulif, Pfizer) (Figura 12A) pertenecen a farmacos de segunda generacion, inhibidores de
Bcr-Abl aprobados clinicamente que se han posicionado como un tratamiento de segunda linea
para los pacientes con LMC. Estos inhibidores son potentes contra diferentes mutaciones

resistentes a imatinib, pero presentan menor tolerancia farmacologica (59).

Dasatinib es hasta 325 veces més efectivo que imatinib en ensayos in vitro, teniendo
actividad sobre 14 mutaciones que son resistentes a imatinib. Dasatinib induce una respuesta
citogenética completa en aproximadamente el 52% de los pacientes resistentes a imatinib y 80%
a los que presentan intolerancia a imatinib (60). Dentro de las mutaciones que causan resistencia,
la sustitucion de Thr-315 por una lle (T3151) se presenta en alrededor del 20% de los pacientes,
mostrando resistencia a los farmacos de primera y segunda generacion (61). Ponatinib (Iclusig,
ARIAD Pharmaceuticals), inhibidor de tercera generacién, es el Unico efectivo contra la
mutacion T3151 (Figura 12A) (62). Este farmaco es administrado en la fase crénica o blastica
de la LMC, cuando ningln otro inhibidor es efectivo. Sin embargo, el uso de ponatinib también
puede llevar a efectos secundarios graves como fallas en corazon, higado y pancreas, entre otros
muchos, que pueden causar la muerte del paciente (61, 63). Es importante resaltar que, a pesar
de todos los esfuerzos para desarrollar inhibidores efectivos para tratar la enfermedad, contintian
apareciendo nuevas mutaciones, como la recientemente reportada T316L, para las cuales los
farmacos aprobados son poco eficaces (64). La inhibicion alostérica de Abl es un campo que
recientemente ha despertado gran interés. Se han sintetizado farmacos como GNF-5(65) y
ADbI001 (Novartis Pharmaceuticals) (66) que se unen al sitio de union a miristoilo, generando
una inhibicion alostérica (Figura 12B). La importancia de estos inhibidores alostéricos radica
en que se ha optimizado el uso de terapias duales para eliminar células en cultivo que expresan

resistencia a farmacos competitivos de ATP (67, 68).
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Figura 12. Estructuras quimicas de A) inhibidores ATP-competitivos e B) inhibidores alostéricos de Bcr-Abl. Los
inhibidores se unen a dos conformaciones diferentes, ya sea DFG-in 0 DFG-out.

1.7 Cambios estructurales en el dominio TK tras la union de inhibidores ATP

competitivos.

Investigaciones estructurales sobre el dominio TK han revelado que el modo de union
al sitio de reconocimiento de ATP difiere entre inhibidores farmacoldgicos, generando distintos
cambios en elementos estructurales como el loop de activacion, el P-loop y la hélice a.C. Aunque
se desconoce la estructura apo del domino TK, estructuras resueltas con rayos X revelan de
manera general que los farmacos se unen a dos conformaciones diferentes del loop de activacion,

ya sea DGF-out (inactivo) para imatinib (44), nilotinib (69) y ponatinib (70) o una conformacion

DFG-in (activo) para dasatinib (71) y bosutinib (Figura 12Ay Figura 13) (72).
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Figura 13. Estructuras resueltas por rayos X que revelan la estructuracion del loop de activacién. Se muestra el loop de
activacion tras la union de cada inhibidor ATP competitivo en cddigo de colores.

El imatinib se entierra en un hueco hidrofébico que se acopla en la interfase de los
I6bulos del dominio TK, siendo estabilizada por la formacion de puentes de hidrogeno entre al
menos 6 residuos e interacciones de tipo hidrofébico de otros residuos cercanos. Imatinib se une
a una conformacion DFG-out del loop de activacion (Figura 13). Tras la union, el P-loop es
atraido hacia adentro del sitio catalitico permitiendo formar interacciones cercanas con el
inhibidor. La hélice a.C reconoce al farmaco por medio de un &cido glutamico que es orientado
hacia un grupo amino del inhibidor (44). El dasatinib también se une al sitio de uniéon a ATP
entre los dos l6bulos del dominio TK. Los sitos de unién de dasatinib e imatinib se superponen
parcialmente, extendiéndose en direcciones opuestas dentro de la proteina. A diferencia del
imatinib, el dasatinib se une a la conformacion DFG-in, donde el loop de activacion esta expuesto
al solvente en una conformacion activa (Figura 13). Ademas, el P-loop estd mas extendido en

la estructura unida a dasatinib que a imatinib (71).
1.8 Termodinamica de la interaccién proteina-ligando

Todos los procesos bioldgicos son finamente regulados por eventos de asociacion
molecular de tipo no covalente. Procesos como la replicacion de DNA, la comunicacién celular,
la sinapsis neuronal, la accion de las hormonas, el ingreso y degradacion de fuentes de energia
son solo algunos ejemplos en los cuales las interacciones proteicas tienen un papel protagénico.
El conocer a detalle la forma en que interaccionan las proteinas con sus ligandos tanto cualitativa
como cuantitativamente, constituye una herramienta clave para la comprension de las bases
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moleculares de los procesos celulares fundamentales, del funcionamiento proteico, de las

enfermedades y del mecanismo de accion de farmacos (73,74).

Canonicamente, es posible describir una interaccion biomolecular a través de dos
factores distintos y a la vez interdependientes. El factor estructural, que depende de la
complementariedad de la proteina con su ligando, y el factor energético, asociado a como las
fuerzas moleculares se combinan para hacer de la interaccion proteica un proceso espontaneo,
es decir, la termodinamica del proceso de asociacion. El objetivo de conocer la termodinamica
de un proceso de union no esté sdlo enfocado en incrementar el conocimiento sobre los factores
subyacentes que contribuyen a la relacion estructura-estabilidad-funcion proteica; a su vez,
permite la construccion de un marco cuantitativo que conlleve al desarrollo de modelos
energeético-estructurales Utiles en el disefio especifico de farmacos e ingenieria de proteinas (74—
76).

El marco termodinamico cuantitativo que permite definir las bases energéticas de un
proceso de union biomolecular puede ser descrito en términos de los pardmetros termodindmicos
de cambio de energia libre de asociacion (AGa), cambio de entalpia de asociacion (AHa,), cambio
de entropia de asociacion (AS,) y cambio en la capacidad calorifica ACp (77). La formacion de
un complejo proteina-ligando puede ser expresado de la forma méas simple por la relacion [P] +
[L] <> [PL], donde [P] y [L] son las concentraciones de las especies reactantes de proteina Py
ligando L libres, respectivamente y [PL] es la concentracién del complejo formado en
condiciones de equilibrio. Bajo estas condiciones, la distribucion del complejo y de las
moléculas libres esta definida por la constante de asociacion Ka, 0 su expresién reciproca en

términos de disociacion Kg:

[PL] 1
= = — ec.1
@ [PI[L] Kq ( )
g, =0H_1 (ec. 2)

[PL] Ka

A su vez, la estabilidad de un complejo proteico esta dada por la diferencia en el AGa
de las moléculas interactuantes y el complejo formado, por lo que, Ka y Kq dependen

directamente de esta funcién de estado de acuerdo a la relacion (73, 78):
AG, = —RTInK, = RTInK, (ec. 3)

donde R es la constante de los gases (R=1.98 cal mol* K1) y T es la temperatura absoluta.
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El valor de AG, dicta la condicion de equilibrio y determina la espontaneidad del
proceso, aportando informacion sobre como las fuerzas moleculares se combinan para hacer de
la asociacion un proceso favorable. En un proceso de asociacion que se lleva a cabo a T
constante, el AGa puede ser disectado en sus componentes termodinamicos AHa y ASa mediante

la relacion(79):
AG, = AH, — TAS, (ec. 4)

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

entrépicamente dirigida (79, 80).

El AHa se puede dividir en dos componentes, uno intrinseco (AHin) y otro de solvatacion
(AHsoIv) (80)

AH, = AHpper + AHgop (ec. 5)

El primero de los términos (AHinr) es relativo a la creacion de nuevas interacciones
electrostaticas y contactos de van der Waals entre P y L debido a su complementariedad
estereoquimica, por lo que resulta un componente favorable en la formacion del complejo. El
segundo componente (AHso) €s relativo a la desolvatacion de grupos debido a la interaccion P-
L, en donde son eliminadas las interacciones electrostaticas establecidas entre moléculas del
solvente y los reactantes. El costo energético de remover estas moléculas del solvente resulta

generalmente en un componente entalpico desfavorable (79).

La entropia esta relacionada con el cambio de grados de libertad. Las principales
contribuciones al AS; son la entropia de solvatacion (ASsow), la entropia conformacional (ASconr)

y la entropia roto-traslacional (ASy):
ASa = ASSOIU + ASwnf + AST/t (eC 6)

ASsoiv €S favorable para la asociacion, ya que se origina de la liberacion de las moléculas
de agua al existir una desolvatacién parcial o completa de la interfase de union de la proteina y
el ligando. Este efecto es el predominante en la asociacion de grupos hidrofobicos. El AScont Casi

siempre es desfavorable, ya que el proceso de unidn por lo general involucra el congelamiento
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de enlaces rotables covalentes sencillos en la proteina y el ligando. AS,x esta asociado a la
reduccion del nimero de particulas en el medio debido a la asociacion P-L. Antes de la union,
cada molécula interactuante posee 3 grados de libertad traslacional y 3 de libertad rotacional. Al
unirse en una sola particula, se pierde la mitad de estos grados de libertad, por lo que es una
contribucion siempre desfavorable y de la misma magnitud independientemente del tipo de
complejo formado. Para un proceso de asociacion bimolecular, diversos estudios tanto empiricos
como tedricos han calculado el valor ASy entre -4 y -10 cal mol™ K. El valor consenso es de -

8 cal/mol K para interacciones proteicas (79).

Los cambios conformacionales acoplados a la interaccion proteina-ligando constituyen
la base fundamental de la cooperatividad, el alosterismo y en general de la regulacion de las
proteinas. En este sentido, el cambio en la capacidad calorifica (ACp) juega un papel primordial
en la determinacion de la energética asociada al plegamiento proteico y al reconocimiento
molecular o interaccion proteina-ligando (ACpa), ya que es un sensor de los rearreglos del
solvente inducidos por cambios en la exposicién de solutos como producto de la interaccion. En
otras palabras, indica los cambios conformacionales que tienen lugar en la proteina tras la union
del ligando (81, 82).

En interacciones P-L, el ACpa conecta los parametros termodinamicos con informacion
estructural debido a que es asociado al cambio de areas superficiales accesibles polares al
solvente (AASA,) y no polares (AASAnp) (82). Diversos estudios con compuestos modelo y
datos de proteinas han relacionado la solvatacion de ASAn, y ASA, con el incremento y

decremento del valor ACpa, respectivamente, de acuerdo a la parametrizacion (81, 82):
ACp, = a AASA,, + B AASA, (ec. 7)

donde a y g son coeficientes de area para la solvatacion de grupos no polares y polares
respectivamente. De acuerdo a Murphy y Freire (83), la exposicion de areas no polares al
solvente ocasiona un incremento de la capacidad calorifica (= 0.45 cal (K mol A?)), mientras

que el ocultamiento de areas no polares genera un decremento (5= -0.26 cal (K mol A?)™1).

De acuerdo con la ec. 7, el valor experimental depende basicamente de la cantidad de
area que cambia su exposicion al solvente al formarse el complejo. Por tanto, ACpa €s un
parametro muy Util para estimar la extension de los cambios conformacionales en eventos

proteicos como el reconocimiento molecular.
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2. JUSTIFICACION

El tratamiento de la LMC sufrié una revolucién empleando farmacos que inhiben a
la proteina Ber-Abl uniéndose competitivamente al sitio de reconocimiento de nucle6tidos.
Sin embargo, mas de 20 mutaciones reportadas clinicamente confieren resistencia a
farmacos ATP-competitivos. La mayoria de estas mutaciones ocurren cercanas al sitio
catalitico de la enzima, por lo que ha surgido el interés de encontrar sitios de inhibicion
alternativa. En este contexto, la inhibicion alostérica a traves de la interaccion con el sitio de
reconocimiento del grupo miristoilo de Bcer-Abl se ha posicionado como una potencial ruta
farmacoldgica en la terapia contra LMC. A pesar de la vasta informacion estructural
reportada de Abl con diversos ligandos, los determinantes energéticos que dictan la afinidad
entre los inhibidores y la enzima blanco son practicamente desconocidos, asi como la
contribucion que ejercen los dominios SH y el sitio alostérico en la eficiencia de inhibicion.
Por otro lado, dado que no se ha resuelto experimentalmente la estructura de la proteina apo,
sigue sin esclarecerse la extension de los cambios estructurales que sufre la enzima al formar
complejos con ligandos/sustratos naturales o con inhibidores farmacoldgicos. Para contribuir
a lacomprension de las bases energéticas de la inhibicion farmacoldgicay la autorregulacion
de Abl, en este trabajo realizamos una caracterizacion calorimétrica de la interaccion de la
construccién recombinante SH3-SH2-TK (SH-Abl) con imatinib y dasatinib, dos inhibidores
que difieren marcadamente en su modo de union a la enzima. Ademas, con el fin de evaluar
el efecto de la ocupacion del sitio alostérico, se realizaron determinaciones de interaccion de
los inhibidores con la enzima tridominio previamente saturada con acido miristico. Las
variaciones entre los parametros de union en presencia y ausencia del inhibidor alostérico
permitieron cuantificar los efectos cooperativos alostéricos. Ademas, la comparacién con
pardmetros de union previamente obtenidos en nuestro grupo de investigaciéon para la
interaccidn de imatinib y dasatinib con el dominio TK aislado, permitié definir los efectos
energéticos ejercidos por los dominios de homologia SH2 y SH3. Esta informacion podra
facilitar la construccion de un marco termodinamico que sea Util en el descubrimiento y

desarrollo de nuevos farmacos (84).
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3. HIPOTESIS

La regulacion de la actividad catalitica por parte de inhibidores farmacoldgicos de
la oncoproteina Bcr-Abl involucra la cooperacion entre diferentes elementos estructurales
de la proteina méas alla del sitio ortostérico, los cuales pueden ser determinados
cuantitativamente mediante la caracterizacion de las firmas termodinamicas de la interaccion

de SH-AbI con inhibidores competitivos y alostéricos.
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4. OBJETIVO GENERAL

Elucidar las bases energético-estructurales de la inhibicion competitiva y alostérica en

la tirosina-cinasa Abl.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

2.

Sobreexpresar y purificar la construccion SH-Abl recombinante.

Caracterizar mediante dicroismo circular el plegamiento y la termorresistencia de SH-
Abl.

Determinar los parametros energéticos de la interaccion de SH-AbI con los farmacos
imatinib y dasatinib mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

Determinar los parametros energéticos de interaccion de SH-Abl con imatinib y
dasatinib en presencia de un inhibidor tipo alostérico.

Cuantificar los efectos de cooperatividad entre el sitio activo y el sitio alostérico de SH-
Abl.

Elucidar los parametros energéticos de cooperatividad de los dominios SH2/SH3.

Estimar la extension de los rearreglos conformacionales acoplados a la formacion de
los distintos complejos de SH-AbI estudiados.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Vectores de expresion

Para la expresion recombinante de SH-Abl, se utilizaron dos plasmidos. Por un lado, el
vector de expresion pET28a-SH-Abl, que codifico para una construccion de la proteina Abl que
contiene a los dominios SH2, SH3 y el dominio TK. Por otro lado, el vector pPCDFDuet-1-YopH,
que codifico para la fosfatasa YopH. Ambos vectores fueron proporcionados por el Dr. John
Kuriyan de la Universidad de California en Berkeley, EU. Como marcadores de seleccion, el
pET28a-SH-ADI tiene la resistencia a kanamicina y el pCDFDuet-1-YopH la resistencia a
estreptomicina. Ambos plasmidos fueron replicados en células de E. coli DH5a por separado.
Esta cepa es utilizada ampliamente en tecnologia de DNA recombinante y sirve para la
multiplicacion de vectores o plasmidos con alta eficiencia; tiene dos mutaciones importantes, la
endAly la hsdR17, que eliminan la actividad endonucleasa de las células (85). Una colonia de
células transformadas fue seleccionada y cultivada toda una noche en 15 mL de medio LB
suplementado con 25 ug/mL del antibi6tico correspondiente. Posteriormente, el cultivo fue
usado para la extraccion y purificacion del plasmido usando un kit comercial QlAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN®, US), de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

5.2 Transformacion de células

La cepa de E. coli BL21(DE3) fue cotransformada con ambos vectores (pET28a-SH-
Abl y pCDFDuet-1-YopH) para la sobreexpresion de SH-Abl recombinante. Esta cepa contiene
el lisdgeno ADE3 que porta el gen para la ARN polimerasa T7, y se utiliza para la expresion de
proteinas recombinantes en alta cantidad. Ademas, es deficiente en las proteasas Lon y OmpT
(86). Las cepas BL21(DE3) y DH5a fueron creadas quimicamente competentes por la Dra.
Patricia Cano del Instituto de Quimica, UNAM. La transformacion fue realizada por el método
de choque térmico. Alicuotas de 50 uL de células competentes almacenadas a -70 °C fueron
descongeladas en hielo por 5 min. Se adicion6 1 uL de DNA plasmidico (=50 ng) y se incubaron
en un bafio de hielo por 30 min. Al cabo de este tiempo, fueron incubadas a 42 °C por 45 s en
un equipo thermoblock (Accublock digital dry bath, Labnet, US) y sumergidas en hielo por 2
min (choque térmico). A continuacion, se adicionaron 200 uL de medio LB, y se dejaron
recuperar por 1 h a 37 °C. Finalmente, las células fueron plaqueadas en medio LB sélido
suplementado con los antibioticos correspondientes y se incubaron a 37 °C hasta el desarrollo

visible de colonias transformantes (<18 h).
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5.3 Sobreexpresion de SH-AbI

Un preinéculo preparado a partir de una colonia de células cotransformadas
BL21(DE3) y resuspendido en 30 mL de medio LB suplementado con kanamicina (25 ug/mL)
y estreptomicina (25 pg/mL) (medio LB+KS) se incubd a 37 °C, con agitacion constante 200
rpm, alrededor de 10 h en un equipo Excella E24 incubator Shaker (New Brunswich®). A
continuacion, el preinoculo fue repartido en matraces fernbach de 2 L de capacidad conteniendo
cada uno 1.5 L de medio LB+KS. Los cultivos fueron crecidos a 37 °C y 200 rpm alrededor de
6-8 h, hasta alcanzar una densidad optica a 600 nm de aproximadamente 1.0 (ODsoo=1). A
continuacion, los cultivos fueron inducidos con 1 mM de IPTG y se incubaron a 18 °C durante
18 h (sobreexpresion). Al cabo de este tiempo, el paquete celular se colectd por centrifugacion
a 6000 rpm por 8 minutos en tubos Falcon® de 50 mL con una centrifuga Beckman-Coulter
rotor JA-14. Una vez obtenidos los paquetes celulares, éstos fueron almacenados a -4 °C o

lisados para su purificacion inmediata.
5.4 Lisis celular

Los paquetes celulares obtenidos de la sobreexpresién fueron resuspendidos en 25 mL
de amortiguador de lisis suplementado con PMSF (1 mM) como inhibidor de proteasas. Las
células fueron lisadas mediante sonicacion en un equipo Sonicator 3000 (Misonix, Inc, US) con
una potencia de 6 watts y ciclos de 10 s en encendido y 90 s en apagado hasta acumular un total
de 6 min de encendido. El lisado fue centrifugado a 15000 rpm por 30 min, para separar el detrito
celular del extracto crudo. El sobrenadante se filtr6 por una membrana de 0.22 pm (Merck

Millipore).
5.5 Purificacion de SH-Abl

El extracto crudo obtenido de la lisis celular fue aplicado a una columna de afinidad a
Ni*? HisTrap FF (GE Healthcare) de 5 mL acoplada a una bomba peristéltica (mod. P-1, GE

Healthcare) mediante el siguiente protocolo:

[1] 3 volimenes de columna (CV) de agua desionizada

[2] 5 volumenes de amortiguador A-Ni (equilibrar la columna)

[3] Extracto crudo (se colecta la fraccion no retenida)

[4] 5 volimenes de amortiguador A-Ni (se colecta la fraccion lavado)

[5] 5 volimenes de amortiguador B-Ni (se colecta la fraccion elucion-Ni)

[6] 5 volumenes de amortiguador B-Ni (lavado de la comuna)
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[7] 3 volumenes de agua desionizada (lavado de la comuna)

[8] 3 volumenes de etanol al 20 % (para almacenar)

La fraccion eluida (Elucion-Ni) se diluyd 3 veces con agua desionizada para diluir la
concentracion de NaCl (Crudo de la Q; Cq) y fue aplicada a una columna de intercambio
anionico HiTrap Q FF (GE Healthcare) de 5 mL acoplada a una bomba peristéltica aplicando el

siguiente protocolo:

[1] 3 volimenes de agua desionizada

[2] 4 volimenes de amortiguador A-Q (para equilibrar la columna)

[3] Elucion-Ni (se colecto la fraccion no retenido-Q)

[4] 4 volumenes de amortiguador A-Q (se colecto la fraccion lavado del no
retenido-Q)

[5] 5 volimenes de amortiguador B-Q (se colectd la fraccion elucion-Q)

[6] 4 volimenes de amortiguador B-Q (lavado de la comuna)

[7] 3 volimenes de agua desionizada (lavado de la comuna)

[8] 2 volumenes de EtOH al 20 % (para almacenar)

Todas las fracciones obtenidas de la purificacion fueron analizadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes. La expresion y purificacion

fueron descritas previamente por Nagar et al., 2002 (44).

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

El analisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la purificacion de SH-Abl fueron
analizadas empleando un gel de poliacrilamida al 12 % con una fraccion concentradora al inicio
del gel que contenia una concentracion de poliacrilamida del 4 %. EI marcador de peso molecular
empleado fue BLUEstain 2 Protein ladder (Gold Bio, US). Las muestras fueron preparadas
mezclando 20 uL de cada fraccién colectada con 20 ul de amortiguador de carga y calentadas
en un bafio de agua hirviendo durante 5 min. Una vez aplicadas las muestras, la migracion
electroforética procedié a 90 V hasta que el indicador de azul de bromofenol llegara
aproximadamente 0.5 cm antes del final del gel (=50-60 min). Posteriormente, el gel fue fijado
con una solucién que contenia 10 % de acido acético glacial, 50 % de MeOH y 40 % de agua
destilada durante 15 minutos y tefiido con una solucion de azul de Comassie al 0.1 %. Una vez

tefiido, se lavd y se dejo una noche con agua para eliminar el exceso de colorante.
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5.7 Cuantificacion y preparacion de muestras

La fraccion de elucion obtenida de la cromatografia de intercambio i6nico se dializ6 en
una membrana de corte de 28-30 kDa/35 mm (Spectra/Por® 2 Dry Standard RC Dialysis Tubing,
Spectra Labs, US) contra amortiguador de calorimetria (ver Anexo 1) a 4 °C por alrededor de 18
h. La proteina dializada se filtr6 por una membrana de 0.22 um vy el filtrado fue diafiltrado y
concentrado en un sistema Amicon con una membrana de 30 kDa de corte (Amicon® Ultra 15
mL Centrifugal Filters Merck Millipore, US) mediante centrifugacion a 4,500 rpm y periodos
de 10-15 minutos, intercambiando por tres ocasiones con amortiguador de calorimetria. Las

concentraciones utilizadas fueron del rango de 10-30 puM.

Para el caso de las titulaciones de SH-AbI en presencia de &cido miristico, la proteina
fue incubada en amortiguador de calorimetria suplementado con 50 uM de &cido miristico
(Amortiguador-myr), por 18h a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, la muestra
fue filtrada por una membrana de 0.22 um y se le dieron tres intercambios con Amortiguador-
myr. Los ligandos fueron preparados en el mismo amortiguador, usando las concentraciones ya
mencionadas. Una vez preparado el amortiguador-myr, se sometio a un bafio sonicador por 15

min para disolver de manera eficiente el &cido miristico (Myr).

La cuantificacion de concentracidn de proteina se realizo por lectura de la absorbencia
a 280 nm (A280) en un espectrofotémetro UV-1800 (Shimadzu, US) empleando una celda de
cuarzo de 1 cm de paso de luz. El célculo se realiz6 utilizando un coeficiente de extincién molar
€280 = 96720 M cm™ estimado mediante el servidor Expasy-ProtParam tool (87) asumiendo que
todos los residuos de cisteina se encuentran reducidos. La muestra a cuantificar se preparo
diluyendo la proteina 1:5 con amortiguador de calorimetria y obteniendo la lectura directamente
del equipo, el cual descuenta de forma automatica el blanco, ya que cuenta con doble haz. La
formula utilizada para el calculo de la concentracion de la proteina [P] a partir de la A280 y

tomando en cuenta el factor de dilucion fue:
[P] = Ausole2so (ec. 8)
5.8 Espectrometria de masas

Los espectros de masas tipo MALDI-TOF (del inglés, Matriz Assisted Laser Desortion/ lonization-
Time Of Flight) fueron obtenidos en un instrumento MALDI-TOF Microflex Bruker Daltonics a

cargo de la Q. Eréndira Garcia Rios del Instituto de Quimica UNAM. La muestra se prepard
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diluyendo 1:20 la proteina purificada con agua desionizada a una concentracion final de 10 uM.

Se utilizo una matriz de &cido sinapinico.

5.9 Analisis de dicroismo circular

Para la determinacion del contenido de estructura secundaria, se utilizo la técnica de
dicroismo circular (DC). Las muestras proteicas se dializaron contra agua desionizada y se
ajustaron a una concentracion final de 0.05 mg/mL, la proteina fue disuelta en amortiguador 5
mM TRIS HCI pH 8.0, 15 mM de NaCl, 0.5 % de glicerol, 0.5 mM de MgCl2, 0.125 mM de
DTT, apropiado para los experimentos. Los espectros fueron obtenidos en un
espectropolarimetro Jasco J-710 (Jasco Inc, Easton, MD, US) equipado con un sistema de control
de temperatura Peltier. Las mediciones fueron realizadas en el UV lejano (190-250 nm) a una
velocidad de barrido de 10 nm/min con una resolucion de 1 nm, utilizando una celda de cuarzo
de 0.1 cm de paso optico. El espectro final representa el promedio de tres acumulaciones

individuales.

También se realizaron perfiles de desplegamiento térmico con barridos de temperatura
en un intervalo de 20-90 °C a una velocidad de calentamiento de 1 °C/min monitoreando el
cambio de elipticidad a 208 nm (longitud de onda constante) con una resolucion de 1 °C. El
perfil de replegamiento térmico se realizé con una velocidad de enfriamiento de 5 °C/min en

todos los casos.

Para procesar los datos, se transformo el valor de elipticidad observada a elipticidad

molar (grado-cm?-mol™?) utilizando la ecuacion 13.

6 obsx MW
[G]mrw = O[PS]—*d (EC. 9)

donde [0]mmw es la elipticidad molar, 6 obs es la elipticidad observada en miligrados (mdeg), MW
es el peso molecular promedio por residuo, [P] es la concentracion de proteina en mg/cm®y d es
el paso optico de la celda en cm. La deconvolucion de los datos de DC para estimar el contenido

de estructura secundaria se realizo empleando el programa K2D3 3],
5.10 Calorimetria de titulacion isotérmica

Las mediciones calorimétricas se realizaron en un microcalorimetro ITCzq (MicroCal,

Inc.). Los datos fueron analizados y ajustados a un modelo de un sitio de unién empleando el
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software Origin 7.0. La proteina SH-AbI fue ajustada a una concentracion de 10-30 uM para ser
colocada en la celda de reaccion, mientras que las concentraciones de los ligandos en la jeringa
fueron de 150-200 uM y de 100-150 uM para imatinib y dasatinib, respectivamente. La proteina
fue solubilizada en solucion amortiguador 50 mM TRIS-HCI pH 8.0, suplementada con 150 mM
de NaCl, 5 % de glicerol, 5 mM de MgCl2, 10 mM de imidazol.

Para el caso del dodecil sulfato de sodio (SDS), se usaron concentraciones de 200 uM.
Todos los ligandos fueron preparados en amortiguador de calorimetria y, de ser requerido, el pH
fue ajustado al mismo valor de la proteina empleando NaOH 1M. El protocolo de titulacion fue
de una inyeccién de 0.2 uL, seguido de 18-25 inyecciones de 2 uL con intervalos de 1.5-2
min entre inyecciones, con agitacion constante a 700 rpm. Para restar los calores de dilucién
del ligando en la isoterma de titulacion se realizaron experimentos blancos o de dilucién que
consisten en la adicion de ligando a la solucién amortiguador sin proteina bajo el mismo esquema
utilizado para la solucion proteica. Todas las muestras fueron desgasificadas en alto vacio
durante 20 min, manteniendo las muestras a temperatura contante en una estacion de

desgasificacion y termostato MicroCal ThermoVac2.
5.11 Calculo de Area Superficial Accesible al Solvente (ASA)

El cambio de areas superficiales accesibles al solvente tanto polar (AASA,) como
apolar (AASA4p) fue calculado a partir de estructuras de rayos X, mediante modelos de area
superficial empleando el software NACCESS (88). Se determinaron las areas superficiales a
partir de las estructuras cristalograficas de los complejos de TK con imatinib (PDB 2HYY) y
dasatinib (PDB 2GQGQG).
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6. RESULTADOS
6.1 Sobreexpresion y purificacion de SH-Abl

La posibilidad de estudiar el funcionamiento de las proteinas y su interaccion con
ligandos mediante experimentos biofisicos, bioquimicos y estructurales implica obtener
cantidades considerables de muestra proteica con una alta pureza, del orden de miligramos, por
lo que en este trabajo se procedio a la produccidn recombinante de SH-Abl usando la bacteria E.
coli. Esta construccion consta de 482 aminodcidos (79 al 534, siguiendo la numeracion de la
isoforma 1b silvestre de Abl), comprendiendo los dominios de regulacion SH3 (79-140), SH2
(146-236) y el dominio catalitico (261-534). SH-ADbI fue expresada en células de la cepa E. coli
BL21(D3), empleando el método descrito por Froger y Hall (89) con minimas variaciones. La
cepa fue doblemente transformada con un plasmido que codifica para la fosfatasa YopH. Esto
debido a que Abl puede fosforilar blancos inespecificos en la célula, por lo que la co-expresion
de una fosfatasa ayuda a mantener la homeostasis celular en el grado de fosforilacion. En la
Figura 14 se muestra un esquema general de los protocolos de expresion y purificacion

utilizados en la produccion de SH-ADI.

Cotranslormacion de B, ﬁ[ar‘(‘:iﬂﬂr(*& (I(" EO]EQQiﬂ[l
coli BL21 {DE3) con ¢l pET238: kanamicina %’
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) IIII.'II | aleanzar una Ill.-" III".,
—==J\ \ 0Dy de 1 \
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Figura 14. Esquema general de expresion y purificacion de SH-AbI.
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Después de la produccion y lisis del paquete celular, el lisado fue centrifugado, y el
extracto crudo sobrenadante (C) fue aplicado a una columna de cromatografia de afinidad a
niquel como primer paso. En esta cromatografia, la proteina se une a la resina debido a la etiqueta
de histidinas (Hisx6) presente en el extremo N-terminal. Las diferentes fracciones se analizaron
mediante electroforesis SDS-PAGE, en donde la muestra de la fraccion de elucion (Eni) mostro
dos bandas alrededor de 55 kDa y 51 kDa, que corresponden al peso aproximado de SH-Abl y
la fosfatasa YopH, respectivamente (Figura 15A).

Cromatografia de afinidad a Niquel Cromatografia de intercambio anionico
M C NR LNR E, M En NR, LNR, E,
kD kD
75— 75
63— 63—
48— e 48—
35 35—
25— 25—
— e i ﬂ

Figura 15. Geles de poliacrilamida del proceso de purificacion de SH-Abl. A) Cromatografia de afinidad a niquel. M: Marcador
de peso molecular, C: Lisado crudo, NR: No retenido, LNR: Lavado de lo no retenido, Eni: Elucion de la columna de niquel con
imidazol. B) Cromatografia de intercambio aniénico. M: Marcador de peso molecular, Eni: Eluido de la columna de niquel, NRq:
No retenido Q, LNRq: Lavado de lo no retenido Q, EQ: Elucién Q.

Debido a la union inespecifica de YopH a la resina, la fraccion de elucién de la columna
de niquel (Eni) fue aplicada a una columna de intercambio iénico, aprovechando la diferencia
entre los puntos isoeléctricos de ambas proteinas (Tabla 1). A pH 8.0, las cargas netas de las
proteinas son negativa y positiva para SH-Abl y YopH, respectivamente, por lo que al pasarlas
por una resina que esta cargada negativamente, SH-AbI es retenida, mientras que permite la
elucion de YopH. Un segundo analisis por electroforesis SDS-page mostro finalmente una sola

banda en la elucién que corresponde al peso molecular de SH-AbI (Figura 15B).
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de SH-Abl y YopH.

Proteina PM (kDa) pl g (M1cm?) NR
SH-AbI 54.4 5.75 98585 482
YopH 50.9 8.92 18910 468

PM: peso molecular en kilodaltones. pl: punto isoeléctrico. &: Coeficiente de extincién molar. NR: nimero de residuos.

Un criterio adicional que indicé la pureza e identidad de la proteina fue obtenido del
andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF. La muestra se concentrd hasta 10-30 uM y
se intercambio la solucion por agua desionizada con un sistema Amicon usando una membrana
de corte de 30 kDa. El espectro de MALDI-TOF mostr6 un ion molecular m/z correspondiente
al peso molecular de SH-AbI, cuyo valor es de 54.4 kDa (Figura 16), lo cual es consistente con
el resultado de SDS-PAGE.
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Figura 16. Espectrometria de masas MALDI-TOF de SH-Abl obtenida de la cromatografia de intercambio ionico.

El rendimiento de SH-Abl recombinante fue del orden de 6.6-10 mg/L de medio de
cultivo.
6.2 Plegamiento y estabilidad térmica de SH-AbI

Para comprobar el plegamiento de SH-ADblI, se realizaron experimentos de dicroismo

circular. EI DC es una técnica espectroscopica cuya sefial en la region del UV lejano depende
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del contenido de estructura secundaria de las proteinas (Apéndice 1). De tal forma, permite
determinar el contenido de hélices o y hebras 3. Ademas, permite diferenciar una proteina con
estructura tridimensional definida de una proteina desestructurada. Por tanto, es Util para estudiar
procesos que involucren cambios conformacionales como el plegamiento/desplegamiento, o la

interaccion intermolecular acompariados de ajustes estructurales sustanciales (90, 91).

En la Figura 17 se muestra el espectro de DC de SH-Abl a 20 °C (simbolos azules), el
cual muestra una forma tipica de proteinas o/f3, con lo cual se evidencia que la proteina contiene
estructura secundaria y estd plegada. Se puede observar un minimo a 208 nm que es
caracteristico de hélices-o, mientras que el minimo negativo a 222 nm es apenas aparente por la
contribucion de hebras-p, como se ha observado en otras proteinas como la lisozima, que tiene
una composicion de ambas estructuras secundarias (92). Mediante el programa K2D3 (93), se
estimo la proporcion de hélices-a y hebras-p de los espectros de dicroismo obtenidos como 32

y 15%, respectivamente.

Para conocer la estabilidad térmica y establecer la ventana experimental de temperatura
en la que es posible realizar las mediciones calorimétricas, se realizaron barridos de temperatura
de SH-ADI en un intervalo de 20 a 90 °C, monitoreando el cambio de elipticidad molar a 208
nm. El espectro de DC obtenido a 90 °C mostrd claras diferencias con respecto al de temperatura
ambiente, indicando un cambio sustancial de estructura secundaria (Figura 17, esferas rojas).
Para saber si esta pérdida de estructura secundaria era reversible, la muestra se regresd
nuevamente a 20 °C (Figura 17, esferas verdes), sin observarse que se recupera la elipticidad de
la especie nativa. Como se puede observar en la Figura 18, el perfil de perturbacién térmica de
SH-AbI exhibié un patrén aparentemente monofasico, el cual no concluyé a la mayor
temperatura muestreada. Para comparacion, se muestra el perfil del desplegamiento de TK-Abl
obtenido bajo las mismas condiciones de barrido (datos obtenidos del mismo equipo de trabajo,
referencia Trejo Pérez (95)), el cual exhibe un proceso aparentemente bifasico, que ocurre a

temperaturas significativamente menores que lo observado con SH-ADI.
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Figura 17. Espectros de dicroismo circular. La proteina SH-Abl fue sometida a un ciclo de calentamiento/enfriamiento en el

intervalo de 20 a 90°C. Los espectros fueron registrados en las temperaturas limite del intervalo.
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Figura 18. Perfil de desplegamiento térmico de SH-Abl y TK-Abl. Se monitore6 el proceso a una longitud de onda fija de 208
nm, barriendo a 1 °C/min. Las proteinas fueron disueltas en amortiguador de 5 mM TRIS HCI pH 8.0, 15 mM de NaCl, 0.5 % de
glicerol, 0.5 mM de MgClz, 0.125 mM de DTT.
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6.3 Caracterizacion termodinamica de unién entre SH-Abl a inhibidores ATP
competitivos

Con la finalidad de conocer los determinantes energéticos que rigen la unién de SH-
Abl a inhibidores ATP competitivos, se realizd la caracterizacion termodindmica de la
interaccion de SH-AbI con imatinib y dasatinib mediante calorimetria de titulacion isotérmica
en funcion de la temperatura (Apéndice 2). Las mediciones calorimétricas se realizaron en el
intervalo de 20 a 35 °C. El intervalo de temperaturas fue definido de acuerdo al trabajo global
del grupo de investigacion donde se observé una perturbacion térmica en el plegamiento del
dominio TK por arriba de los 35°C (95). En la Figura 19 se muestran ejemplos de titulaciones
calorimétricas, donde se pueden observar los potenciogramas (paneles superiores) y las
isotermas de unién (paneles inferiores). Los valores de Ka y AH, fueron determinados mediante
un ajuste no lineal a un modelo de un solo sitio de union (ecu. 19, apéndice 2, pag. 68). Los
parametros termodindmicos se muestran en la Tabla 2. Tanto la unién de imatinib como

dasatinib a SH-Abl fueron procesos exotérmicos en todo el intervalo de temperatura estudiado.
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Figura 19. Isotermas de titulacion calorimétrica. Ejemplos de titulacién calorimétrica, potenciogramas (parte superior) e

isotermas de union (parte inferior) de la asociacién de SH-Abl con (A) imatinib y (B) dasatinib a diferentes temperaturas obtenidos
mediante ITC.
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Tabla 2: Parametros termodindmicos de la interaccion de SH-Abl con imatinib y dasatinib
a diferentes temperaturas obtenida mediante ITC

. T Ka Ka AHa TASa AGa
Ligando C) uML (nM) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
20 7.3+1.2 135422 -8.9+0.1 -0.3 -9.2
225 5707 175221 -11.620.2 25 9.1
25 5.2+0.9 192433 -13.6+0.2 45 -9.1
imatinib 275 3.10.3 320431 -15.540.2 6.6 -8.9
30 2.840.3 357+38 -17.4%0.3 8.5 -8.9
325 22404 44881 -20.4+1.1 11.6 -8.8
35 1.940.1 512427 -22.740.5 13.9 -8.8
20 3.3+0.4 296+36 -4.0£0.1 -4.8 -8.8
225  3.0+0.3 333433 -4.5£0.1 -4.3 -8.8
25 2.10.3 469467 -5.140.2 -35 -8.6
dasatinib 275 1.120.2 926+168 -5.620.2 2.7 -8.3
30 1.0£0.0 1000220 -6.240.1 2.1 -8.3
325  0.9+0.1 1045+116 -6.740.2 1.7 8.4
35 0.7+0.0 1429+143 -7.420.6 0.8 8.2

Ka; Constante de asociacion. Kg; constante de disociacion, fue calculado como 1/Ka. AG,; energia libre de Gibbs de asociacion,
fue calculada mediante la ecuacion AGa = -RT In Ka. -TASa. AH,; cambio de entalpia de asociacion. -TAS,; componente entrdpico,
fue calculado a partir de la ecuacion AGa= AHa - TASa. T; Temperatura.

En el caso de imatinib, la afinidad disminuy6 de 7.3 a 1.9 pM™ al incrementarse la
temperatura de 20 a 35 °C. El proceso fue dirigido casi exclusivamente por el componente
entélpico, con un componente entrépico desfavorable después de los 20 °C. La unién de SH-ADI
a dasatinib mostro afinidades ligeramente menores (3.3 a 0.7 uM™) que imatinib. Al igual que
imatinib, la unién fue dirigida entalpicamente, aunque con contribuciones significativamente
menos negativas. En cambio, la union de dasatinib mostré un componente entrépico favorable

en todo el intervalo de temperatura.
6.4 Efecto del acido miristico en la union de inhibidores ATP competitivos

Como se mencioné anteriormente, Abl posee un sitio hidrofobico autorregulatorio en
el I6bulo C del dominio catalitico (TK), capaz de unir un grupo miristoilo. Nagar et al. (37),
mediante estudios calorimétricos, reportaron un valor de Kq = 2.3 uM para la interaccion directa
del grupo miristoilo unido a la secuencia N-terminal GQQPGKVLGDQRRPSL de la region cap
(Cap-Myr) con el dominio C, sin reportar valores de AH. En nuestro caso, no nos fue posible
cuantificar experimentalmente esta interaccion, dado que el Myr mostré una solubilidad no
apropiada para realizar las mediciones. Para avanzar al siguiente objetivo y determinar el grado
en que afecta la presencia de Myr en la union de inhibidores, se realizaron mediciones
calorimétricas del complejo MyreSH-AbI con imatinib y dasatinib. SH-Abl fue pre-incubada en

amortiguador de calorimetria suplementado con 80 uM de Myr. Con esta concentracion de Myr
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y considerando una Kq de 2.3 uM, mas del 97% de la proteina se encontraria saturada por el

inhibidor. Las curvas de titulacion y los parametros de interaccion se muestran en la Figura 20

y en la Tabla 3, respectivamente. Los potenciogramas mostraron sefiales exotérmicas para todos

los complejos. Un modelo de un solo sitio de unién fue ajustado a las curvas calorimétricas. La

pre-union de Myr a SH-Abl cambid drasticamente los parametros de union de SH-Abl por los

inhibidores. Ambos eventos de union fueron dirigidos entalpicamente, con un componente

entropico desfavorable.
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Figura 20. Isotermas de titulacion calorimétrica de la interaccion de MyreSH-AbI con inhibidores ATP competitivos.
Ejemplos de titulacion calorimétrica, potenciogramas (parte superior) e isotermas de unién (parte inferior) de la asociacion de SH-
Abl*Myr con (A) imatinib y (B) dasatinib a diferentes temperaturas obtenidos mediante calorimetria de titulacion isotérmica. La
proteina fue co-solubilizada con 80 UM de Myr en solucién amortiguadora 50 mM TRIS-HCI pH 8.0, suplementada con 150 mM
de NaCl, 5 % de glicerol y 5 mM de MgCl..
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Tabla 3: Parametros termodinamicos de la interaccion de MyrsSH-Abl con imatinib y
dasatinib a diferentes temperaturas obtenida mediante ITC

Ligels T Ka Ka AHp -TASy AGp
(°C) puM-t (nM) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
25 2.920.5 345159 -10.1+£0.2 1.3 -8.8

imatinib 30 2.7£0.6 370+82 -11.3+0.3 15 -90.8
35 2.5+0.2 400+32 -13.7£0.2 3.8 -9.9
25 46.7+12.0 2145 -15.8+0.3 5.4 -10.4

dasatinib 30 30.0+4.2 33+5 -17.0£0.2 5.6 -114
35 6.7+0.7 149+15 -18.1+0.3 7.5 -10.6

Ka; Constante de asociacion. Kg; constante de disociacion, fue calculado como 1/Ka. AG,; energia libre de Gibbs de asociacion,
fue calculada mediante la ecuacion AGa = -RT In Ka. -TASa. AH,; cambio de entalpia de asociacion. -TAS,; componente entrdpico,
fue calculado a partir de la ecuaciéon AGa= AHa - TASa. T; Temperatura.

En el caso de la interaccion de imatinib con el complejo MyreSH-ADI, los parametros
de unién mostraron una dependencia térmica pequefia en relacién con la observada en ausencia
del tensoactivo. Es también de resaltar que los valores de K, son similares a los obtenidos sin el
inhibidor alostérico, mientras que AHa y AS, resultaron significativamente menos negativos. En
contraste, Myr provoco un incremento de ~1 orden de magnitud en la afinidad de SH-Abl por
dasatinib. Esta union fue exclusivamente dirigida por el componente entélpico, a diferencia de

SH-ADbI aislada, cuyo componente entropico fue favorable en ausencia de Myr.

6.5 Cambios en la capacidad calorifica acoplados a la union de inhibidores

El cambio en la capacidad calorifica es una propiedad clave en la caracterizacion
termodinamica de una asociacion proteica, ya que es un sensor de los rearreglos del solvente
alrededor del soluto. En consecuencia, aporta informacién cuantitativa sobre los cambios
conformacionales que tienen lugar en la formacion del complejo. La calorimetria de titulacion
isotérmica constituye la herramienta mas poderosa y precisa para la determinacion del ACpa (77,
78). La realizacion de titulaciones a diferentes temperaturas permitio determinar el ACpa
mediante el analisis de la dependencia térmica del AHa (ACpa" = 8AHJ/8T). Como se puede
observar en la Figura 21, todos los complejos estudiados mostraron una tendencia lineal simple,
por lo que el ACpa" fue calculado a partir del ajuste de una linea recta a los datos experimentales
correspondientes. Alternativamente, el ACpa puede ser calculado a partir del analisis del AS; en
funcion de la temperatura (ACp,® = SASJ/SInT). La cercania numérica dentro del mismo orden
de magnitud entre ACps"" y ACp.° es considerada como un control interno de la calidad de las
mediciones calorimétricas (Tabla 4). EI ACpa obtenido para el complejo SH-AbI con imatinib

fue considerable, siendo de alrededor 4 veces mas negativo que el observado para el complejo
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con dasatinib. En presencia de Myr, el ACpa con imatinib se redujo a menos de la mitad en

relacion con el observado en ausencia del inhibidor alostérico. En contraste, el Myr mostro un

efecto marginal sobre el ACpa de unidn a dasatinib.
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Figura 21. Dependencia térmica del AH. y AS.. Entalpias de asociacion en funcion de la temperatura para la interaccion de
SH-ADbI con (A) imatinib y (B) dasatinib en presencia y ausencia de Myr. Las lineas continuas corresponden a un ajuste lineal,
en donde el ACpa" determina el valor de la pendiente.

Tabla 4. Cambio en la capacidad calorifica de SH-Abl al unir a sus ligandos.

ACpa" -885+19 -219+13 -363+22 -224+26

ACpa® -903+25 -275+10 -241+120 -188+97
imatinib + - + -
dasatinib - + - +
Myr - - + +

ACpa", cambio en la capacidad calorifica calculado mediante SAH/a8T. ACpyS, cambio en la capacidad calorifica calculado
mediante SAS/3InT. Tanto el ACpa" como el ACp.® estan dados en cal mol™* K,

Para corroborar que existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ACp,®

y ACpa" se realizaron pruebas de t de students con el software graphpad (103).
6.6 Termodinamica de union entre SH-Abl y dodecilsulfato de sodio (SDS)

Experimentos de DC han mostrado que el SDS ejerce un efecto conformacional y
estabilizante sobre TK-Abl que asemeja al exhibido por Myr, sugiriendo que ambos tensoactivos
interacttan con la proteina de manera similar (94). Esto es de esperarse, debido a que el SDS
contiene una cadena alifatica de 12 carbonos, similar a la cadena de 14 carbonos de Myr. Por lo
tanto, se realizo la caracterizacion de la union de SDS a SH-ADbI, dado que la hidrosolubilidad
de este tensoactivo es suficientemente alta (CMC=~8 mM) para realizar las determinaciones
calorimétricas. En la Figura 22 se muestran las curvas de titulacion para este complejo. En la

Tabla 5 se muestran los parametros termodindmicos de union en funcion de la temperatura.
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Figura 22. Isotermas de titulacion calorimétrica. Potenciogramas (parte superior) e isotermas de union (parte inferior) de la
asociacion de SH-AbI con dodecilsulfato de sodio (SDS) a diferentes temperaturas obtenidos mediante calorimetria de titulacion

isotérmica.

Tabla 5. Parametros termodindmicos de la interaccion de SH-Abl con SDS a diferentes
temperaturas obtenida mediante ITC.

e ACpaH
, X T a AHa -TASa AGa =
Proteina  Ligando oy My KaBM G camol)  (kealimol)  (kealimoty (¢3!
K")
25 0.38:006 2604  -6.9+0.3 0.7 76
SH-Abl  SDS 30 024+0.04 42:07 -7.8:0.7 0.4 8.2 1153415
35 027005 36:06 -8.4:0.8 0.0 8.4

ACpaH, cambio en la capacidad calorifica, fue calculado mediante ACpa" = SAH/ST.

La union de SH-AbI con SDS se caracteriz6 por una constante de afinidad moderada,

en el orden micromolar bajo, la cual disminuy6 al aumentar la temperatura. La unién fue dirigida

entalpicamente, mostrando un componente entrépico marginalmente favorable que se desvanece

alrededor de los 35°C. El ACp." asociado a este complejo fue de -153 cal mol™* K, valor

pequefio comparado con los observados con los farmacos inhibidores ATP competitivos (Figura

23).
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Figura 23. Comparacion del ACp,H de SH-Abl y sus diferentes ligandos. Es de notar que el mayor valor de ACpa corresponde
a la unién de imatinib, presumiblemente debido a un mayor cambio conformacional que sufre la proteina tras la unién de este

inhibidor.



Discusién

6.7 Los dominios SH3-SH2 afectan la estabilidad térmica del dominio TK

El plegamiento y la integridad estructural de SH-Abl recombinante fue evaluada
mediante dicroismo circular. Los espectros revelaron que la enzima posee un plegamiento que
corresponde a proteinas con estructura secundaria tipo o/p (Figura 17). La deconvolucién de
los espectros mediante el software K2D3 indico que SH-AbI contiene 32 y 15% de hélice a. y
hebra 3, respectivamente, lo cual es consistente con la estructura secundaria observada por rayos
X (PDB 1FQQ0), la cual presenta 30% hélices o y 21% de hebras p (46). Ademas, los barridos
térmicos mostraron un perfil de desplegamiento claramente definido, lo que constituye una
prueba adicional de que SH-AbI se encuentra plegada. Estas mediciones también aportaron
informacidn sobre la contribucion de los dominios SH3 y SH2 a la estabilidad del dominio TK.
Estudios previos en nuestro grupo de trabajo mostraron que el dominio TK aislado presenta un
perfil de desplegamiento de tipo bifasico (94, 95), el cual ocurre entre los 40 y 90 °C. Este patron
fue reproducido en el presente trabajo (Figura 18). La presencia de los dominios SH2 y SH3
produce una clara estabilizacion de la proteina, ya que el inicio del desplegamiento ocurre

aproximadamente 30 °C arriba de lo observado con el dominio TK aislado.

6.8 La union de imatinib a SH-Abl es marginalmente mas afin que con dasatinib,

aunque con firma termodinamica disimil

Los parametros obtenidos por ITC para los complejos SH-Abl con imatinib muestran
un AH, favorable, siendo el parametro que dirige de forma exclusiva la union. Esto sugiere la
formacion de numerosas interacciones electrostaticas, a pesar de que el imatinib induce a SH-
Abl a adquirir una conformacién abierta (49). La entropia de union es desfavorable
practicamente en todo el intervalo de temperatura estudiado, lo que indica una alta estructuracion
proteica tras la unién de imatinib; esto es consistente con experimentos de RMN con SH-AbI
gue han mostrado que el dominio Ny el loop de activacion sufren una rigidizacion tras la unién
de imatinib (49). A diferencia del imatinib, la unién del dasatinib a SH-AbI fue tanto entalpica
como entrépicamente dirigida. En este caso, la contribucion entalpica fue mucho menos
favorable que la observada con imatinib. No obstante, la entropia favorable hace que las
afinidades por los dos inhibidores sean similares, resultando aproximadamente dos veces mas

afin en el caso del imatinib. La estructura 3D del complejo SH-Abledasatinib aun es desconocida.
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6.9 La presencia de Myr aumenta la afinidad por dasatinib, sin alterarla

significativamente por imatinib

El efecto mutuo de los inhibidores farmacoldgicos imatinib/dasatinib y Myr en la union
a SH-ADbI esta contenido en la magnitud de la constante de cooperatividad heterotropica q(k),
que se define por la relacion de las constantes de unién de cada inhibidor en presencia y ausencia
de Myr (k=KMyr+/KMyr-. ¥ >1 (<1) indica cooperatividad positiva (negativa), mientras que k
= 1 indica ausencia de cooperatividad. Los parametros de cooperatividad de las funciones de

estado correspondientes resultan de la relacion directa entre los dos eventos de unién (96):

Ag = -RTInk = -RTIn(Kmyr+/ myr-) (ec. 10)
Ah = AHmyr+ - AHmyr- (ec. 11)

As = ASmyr+ - ASmyr- (ec. 12)

Acp = ACpmyr+ - ACpmyr- (ec. 13)

donde los subindices Myr- y Myr+ corresponden a la asociacion del inhibidor a SH-Abl en
ausenciay presencia de Myr, respectivamente. Los datos en la Tabla 6 muestran que la presencia
del inhibidor alostérico tiene impactos diferentes sobre las firmas termodinamicas de interaccion
de la cinasa con los dos inhibidores ATP competitivos. En el caso del imatinib, la constante de
afinidad se mantuvo practicamente sin variacién (k~1). No obstante, el inhibidor alostérico hace
considerablemente menos favorable la entalpia de unidn, especialmente a mayores temperaturas,
mientras que la entropia resulta similarmente menos desfavorable. En contraste, Myr y dasatinib
muestran una cooperatividad positiva (x >1), aumentando la afinidad por el inhibidor ATP
competitivo en un orden de magnitud. En este caso, la interaccion es mucho mas exotérmica en

presencia de Myr, mientras que el componente entropico pasa de favorable a desfavorable.

Los resultados del ACp revelaron que en ausencia de Myr, existe un mayor ocultamiento
de areas al unir imatinib que en ausencia del inhibidor alostérico (Myr). Dado que Myr e imatinib
unen preferentemente la forma cerrada de la proteina, se sigue que la incubacion con Myr “pre-
organiza” a SH-ADI, de manera que la posterior union de imatinib provoca cambios de area
menores. En el caso del dasatinib, se obtuvieron valores de ACp muy parecidos en presencia 0
ausencia de Myr. Como este inhibidor farmacoldgico une a la forma abierta de la cinasa, 1o mas

probable es que la coincidencia de valores de ACp se deba a fendmenos de compensacion de
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areas que se ocultan y se exponen en la transicion de SH-Abl dependientes de la presencia o

ausencia del inhibidor alostérico

Tabla 6. Parametros termodindmicos de cooperatividad para la interaccion heterotrdpica
en la unién de Myr e inhibidores ATP-competitivos a SH-Abl

Lioando T Ah -TAs Ag Acp
g (°C) ® (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol) (cal mol K™
25 0.56 35 -3.2 0.3
imatinib 30 0.96 6.1 -7 -0.9 522
35 1.32 9 -10.1 -1.1
25 22.2 -10.7 8.9 -1.8
dasatinib 30 30.0 -10.8 7.7 -3.1 -5
35 9.6 -10.7 8.3 -2.4
6.10 Los inhibidores imatinib y dasatinib llevan a SH-Abl a adoptar

conformaciones diferentes que dependen del efecto del inhibidor alostérico

Estudios estructurales por RMN y difraccién de rayos X del dominio cinasa aislado de
Abl han mostrado que imatinib y dasatinib inducen diferentes conformaciones de la proteina. El
imatinib se une a la forma inactiva o0 DFG-out, en donde el loop de activacion se encuentra
plegado hacia el sitio activo, en la intercara del bidominio cinasa, ocultdndose parcialmente del
solvente, mientras que dasatinib se une a la conformacidn activa o0 DFG-in, en donde el mismo
loop adquiere un plegamiento que lo aleja del sitio activo, quedando con una exposicion parcial
al solvente (Figura 6)(44). Sin embargo, aun no se conoce la estructura del loop de activacién
en la forma apo de TK-Abl. Para el caso de SH-AbI, no se conocen a detalle los efectos
estructurales de la presencia de los dominios SH3-SH2 sobre el loop de activacion en su forma
apo ni en su forma unida a imatinib o dasatinib. Por otro lado, estudios por SAXS muestran que
la forma apo de SH-Abl se encuentra en una conformacidn cerrada, similar a la observada
cristalograficamente en presencia de un inhibidor alostérico (48, 49). La presencia de un
inhibidor alostérico provoca que la enzima se compacte aun mas que la forma apo; una
conformacion similarmente cerrada se observo al co-incubar a SH-AbI con inhibidor alostérico
e imanitib (49). En cambio, en ausencia del inhibidor alostérico, imatinib induce una
conformacion extendida de la proteina. De manera similar, estructuras de rayos X revelan que la
conformacion de SH-AbI unido a P166326, un inhibidor que une el mismo sitio que dasatinib,

es compacta o extendida en presencia o ausencia del regulador alostérico, respectivamente (34).

Mediciones en funcion de la temperatura permitieron obtener los valores de cambio en

la capacidad calorifica de asociacion (ACpa), que pueden ser tomados como indicadores de la
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extension de los cambios conformacionales ocurridos en la formacién de los diferentes
complejos estudiados (81, 82). Los cambios conformacionales acoplados a la union de dos
ligandos por parte de una proteina constituyen la base de la cooperatividad, del alosterismo, v,
en general, de la regulacion proteica.

El ACp. puede ser disectado en dos componentes elementales:
ACpa= ACp" + ACp"f (ec. 14)

ACp tipo cuerpo rigido (ACp™ ) esté relacionado con el ocultamiento de residuos en la interfaz
de interaccion solo por la ocupacion del ligando (es decir, la union tipo cuerpo rigido con el sitio
de la proteina preformado), y ACp conformacional (ACp®™™) contiene la contribucion de los
rearreglos conformacionales netos que tienen lugar en la proteina tras la union de un ligando.
ACp" puede ser calculado directamente a partir del cambio de areas tanto polar (AASAp) como
apolar (AASAap), de acuerdo a la parametrizacion de Murphy y Freire (83) (ec.7). A su vez,
AASA, y AASA,, pueden ser estimados a partir del anlisis de las estructuras de rayos X del
complejo correspondiente. Se determinaron las areas superficiales a partir de las estructuras
cristalogréaficas de los complejos de TK con imatinib (PDB 2HYY) y dasatinib (PDB 2GQG)
empleando el software NACCESS (88). Para el imatinib, los cambios de area fueron: AASA, =
-177 A%y AASA,, = -966 A?; los valores correspondientes para dasatinib fueron: AASA, = -210
A?y AASAp = -718 A2, A partir de estos valores, se calcularon los valores de ACp™ (Tabla 7,
columna 4). Con estos datos, se calcularon los valores de ACp®"f mediante la ecuacion 14 (Tabla
7, columna 5). Asumiendo que SH-AbI sigue el patron de hidropatia en el ocultamiento de areas
observado estadisticamente en la formacion de contactos proteina-proteina, los valores de
ACp® fueron transformados a valores de cambio de area total (AASA™, Tabla 7, columna 6)

mediante:

ACPO™ = aiapAASAC™ + BAHAASALT (ec. 15)

donde fap (0.677) y fp (0.323) corresponden a las fracciones promedio de areas no polares y
polares de interfases proteina-proteina, respectivamente (97). Finalmente, AASAS™ fue
transformado al nimero de residuos que se ocultan tras la union de ligando (NR, Tabla 7,

columna 7), asumiendo que cada residuo oculta un area promedio de -47 A? (98):

NR = -AASA / 47 (ec. 16)
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Tabla 7. Analisis de ACp? de la interaccion de SH-Abl con inhibidores en ausencia y
presencia de Myr.

Ligando ACp ACprig ACpeonf AASAL NR

imatinib -885 -388 -497 -2252 +48

dasatinib -219 -266 47 +213 -5
imatinib/Myr -363 -388 25 +113 -2
dasatinib/Myr* -224 -266 42 +190 -4

Como se puede observar en la Tabla 7, SH-Abl sufre cambios conformacionales de
diferente magnitud al unir imatinib o dasatinib. En el caso del imatinib, el valor de ACp"® es
aproximadamente 40% del valor total de union. De lo cual se desprende que la transicion
conformacional involucra el ocultamiento de una superficie molecular de ~2200 A? o 48
residuos. En contraste, la union de imatinib en presencia de Myr esta acompafiada por un cambio
neto practicamente nulo en exposicion de areas (~100 A? o 5 residuos). Este cambio pequefio
puede deberse ya sea a que la asociacién del imatinib con SH-Abl preunida a Myr ocurre como
si fuera una union de tipo cuerpo rigido o debido a que la proteina sufre cambios
conformacionales que provocan exposiciones y ocultamientos de areas de magnitud similar. En
la forma unida al inhibidor alostérico GNF-5, SH-Abl interactia con imatinib en una
conformaciéon cerrada, es decir, sin que el inhibidor ATP competitivo induzca el
desacoplamiento de los dominios SH3-SH2 del bidominio cinasa (49). Es probable que esto
mismo suceda en presencia de Myr. Ademas, se ha postulado que el Myr lleva al loop de
activacion a una conformacion cerrada, la cual es compatible con el modo de unidn de imatinib.
Bajo este panorama, seria explicable la coincidencia entre el ACp de asocioacion (ACp?
obtenido para la interaccion del complejo MyreSH-Abl con imatinib y el ACp" calculado de las
estructuras cristalograficas. En el caso de la union de dasatinib, el ACp? es practicamente idéntico
al ACp" en presencia o ausencia de Myr (Tabla 7), sugiriendo que en ningun caso dasatinib
induce un desacoplamiento de los dominios SH3-SH2 del bidominio, y que muy probablemente

estan ocurriendo cambios compensados en exposicién/ocultamiento de areas.

6.11 Contribucion de los dominios SH3 y SH2 a la unién de inhibidores a TK-
Abl.

En nuestro grupo de trabajo, se ha caracterizado la union de los inhibidores imatinib y
dasatinib al dominio catalitico aislado de Abl (Tabla 8) (95). Comparando esta informacion con

los datos termodinamicos de la construccion SH-AbI obtenidos en el presente estudio, podemos
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determinar los parametros de cooperatividad entre los dominios de regulacion SH2-SH3 y los

inhibidores farmacolégicos imatinib/dasatinib.

Tabla 8. Parametros termodinamicos para la union de TK -Abl a inhibidores
determinados por ITC a 35 °C*.

: - ACpH ACpS
Ligndo K (x10'M) K, (M) AHy TAS, ACa P P

(kcal/mol)  (kcalimol)  (kcal/mol)  (calmol K')  (calmol K )
imatinib  11.5+1.7 87+12 -16.7+0.1 6.8 -9.9 -855 -814
dasatinib 1.1+0.2 909+165 -15.6+0.2 7.1 -8.6 -770 -800

*Datos tomados de (95).

Como se puede observar en la Tabla 9, los dominios SH exhiben una cooperatividad
negativa con respecto al reconocimiento de ambos inhibidores. Este efecto resalta méas en la
uniéon a imatinib; la presencia de los dominios SH disminuye la afinidad del inhibidor
aproximadamente 6 veces, debido a un efecto cooperativo entropico desfavorable, que supera la
entalpia de cooperatividad favorable. El reconocimiento de dasatinib también es afectado
negativamente por la presencia de los dominios SH, aunque en menor medida que para imatinib.
En el caso de este inhibidor, el componente cooperativo de entropia es favorable, en tanto que el
de entalpia es desfavorable. El efecto de cooperatividad sobre la capacidad calorifica también
resulto disimil entre los dos inhibidores. Mientras que Acp con imatinib fue practicamente nulo,
con dasatinib se observa un cambio positivo grande. Estos resultados revelan con claridad que
las construcciones TK-Abl y SH-AbI no son termodindmicamente equivalentes, y que la union

de imatinib y dasatinib ejercen cambios conformacionales disimiles en ambas proteinas.

Tabla 9. Parametros de la cooperatividad termodinamica para la contribucion
heterotrépica de los dominios SH3 y SH2 en la unién de inhibidores a TK-Abl

Ligando K Ah -TAs Ag Acp

g (kcal/mol)  (kcal/mol)  (kcal/mol) (cal mol ™ K™
imatinib 0.17 -6.0 7.1 2.1 -35
dasatinib 0.64 8.2 7.9 03 551
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6.12 El dodecilsulfato de sodio (SDS), un posible buen emulador del &cido

miristico

Debido a la baja solubilidad del Myr y, por tanto, la dificultad para realizar titulaciones
directas entre este tensoactivo y SH-ADbI, decidimos ocupar al SDS como ligante alostérico, ya
que mostrd una solubilidad adecuada para realizar las determinaciones. Datos de DC obtenidos
en nuestro laboratorio muestran que el SDS y el Myr ejercen efectos muy semejantes en la
conformacion y estabilidad estructural de SH-Abl y TK-Abl ((94) y datos no publicados). El
valor de Kq (2.3 uM a 25°C) obtenido en el presente trabajo para SDS resultd muy cercano al
reportado previamente por Hantschel et al. (37) para el Cap-Myr. Cabe resaltar que de la
construccién Myr-GQQPGKVLGDQRRPSL, solo el grupo Myr hace contacto directo con la
proteina. Por tanto, se puede considerar al SDS como un emulador apropiado del Myr en la
interaccion con SH-ADI. Los pardmetros de union de SDS a SH-Abl muestran que la interaccion
fue dirigida entalpicamente, con una contribucion entrépica marginal. Esta firma termodinamica
corresponde al asi llamado “efecto hidrofobico no cléasico”, el cual ha sido relacionado con
cavidades hidrofobicas como el de las lipocalinas, cavidades que representan un medio
desfavorable para las moléculas de agua (99). Estos sitios de unidn estan sub-6ptimamente
hidratadas, por lo que la unién al ligando tiene que pagar un costo entalpico disminuido por la
desolvatacion de la proteina (100). Esta desolvatacion reducida, a la vez, permite explicar el por
qué la entropia de unidn tipicamente juega un papel marginal en la estabilizacion del complejo
en una interaccion hidrofdbica no clasica. Como se puede observar en la Figura 24, el sitio de
unién alostérico de Abl presenta la caracteristica de ser una cavidad hidrofébica muy semejante
a la de las lipocalinas, semejanza que podria explicar el efecto hidrofdébico no clésico exhibido

por esta enzima en su interaccion con SDS.

Figura 24. Comparacion del sitio de unién de Tk-Abl con Myr (pdb 1lopk (34)) y de la lipocalina B-lactoglobulina bovina

con SDS (pdb 4gny (101)). Se aprecia la semejanza entre las cavidades de ambas proteinas, caracterizadas por ser profundas,

con poca accesibilidad al solvente y de fuerte caréacter hidrofébico.



7. Conclusiones

A pesar de la abundante informacion que existe sobre las bases estructurales de la
desregulacion e inhibicion farmacolégica de la tirosina cinasa Bcr-Abl, los determinantes
energéticos del reconocimiento molecular de esta enzima oncogénica han sido muy poco
estudiados. Esta carencia de informacién impide formular relaciones cuantitativas entre
propiedades conformacionales, dindmicas y energéticas de la interaccion, factor clave para el
desarrollo de nuevas rutas de regulacion farmacologica de la enzima. En este estudio, realizamos
una caracterizacion detallada de los parametros energéticos de interaccion de los inhibidores
farmacolo6gicos imatinib y dasatinib con la construccion tri-dominio SH3-SH2-TK Abl.
Adicionalmente, se evalud el efecto de la ocupacion del sitio alostérico de la proteina con Myr
en el reconocimiento de los inhibidores competitivos. Por otro lado, la comparacion con datos
de union del dominio TK-Abl condujo a cuantificar los efectos energéticos que ejercen los
dominios de homologia SH en la interaccion con inhibidores farmacolégicos. Ambos inhibidores
mostraron una afinidad similar (en el orden pM bajo) por SH-Abl. No obstante, las
contribuciones entalpicas y entrdpicas difirieron significativamente entre los dos inhibidores, lo
cual estd en concordancia con los diferentes modos de union observados en las estructuras
cristalogréficas correspondientes. Interesantemente, la ocupacion del sitio alostérico por Myr
provocod un aumento significativo de la afinidad de SH-AbI por dasatinib, mientras que la
afinidad por imatinib fue marginalmente afectada. Estos datos indican que, al menos en lo que
respecta al componente de potencia farmacoldgica basado en la afinidad de union, es mas
conveniente el uso del dasatinib en terapias duales de inhibidores competitivos y alostéricos en
pacientes con LMC. La comparacion de las firmas termodinamicas de unién de SH-Abl y TK-
Abl mostraron contribuciones energéticas significativamente diferentes entre ambas
construcciones. Consideramos, por tanto, que la construccion tri-dominio, por ser la mas cercana
a la proteina quimérica Bcr-Abl, deberia ser la unidad minima para el desarrollo de nuevos

farmacos para inhibir a la cinasa.
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APENDICE 1. Dicroismo Circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica espectroscépica que provee informacion a
nivel estructural de proteinas. En general, permite monitorear cambios conformacionales
inducidos por diferentes factores como pH, temperatura, farmacos, ligandos, entre otros (90, 91).
El fendmeno de DC se define como la diferencia entre la absorcion por compuestos 6pticamente
activos de un componente de luz polarizada circularmente a la izquierda y otro componente de

luz polarizada circularmente hacia la derecha (90).

En proteinas, el DC en la region del UV lejano (180-250 nm) permite estimar la
estructura secundaria y su conformacion debido a la absorcion del enlace peptidico (Figura 25).
De tal forma, que permite diferenciar el contenido relativo de hélices-a, hebras-f y secuencias
no repetitivas. EI DC permite diferenciar entre una estructura proteica plegada de una desplegada
y en ciertos casos 0 bajo ciertas condiciones las transiciones presentes en el proceso de
desplegamiento/plegamiento. Esto Ultimo permite caracterizar las especies que se encuentran

involucradas en la via de plegamiento (90, 91).

Las amidas como cromdforos tienen dos transiciones electronicas, denominadas n—m”
yn—m que muestran DC en 210-220 nmy en 190 nm, respectivamente. En el caso de las hélices-
a., la transicion n—n es causante de una banda negativa con un minimo a 222 nmy en el caso
de las hebras-B una banda negativa con un minimo a 216-218 nm. La transicién n—m es
responsable en el caso de hélices-a de una banda positiva con un maximo a 190 nm y una banda
negativa con un minimo a 208 nm, asi mismo es causante de una banda positiva con maximo a
198 nm, caracteristica de hebras-p (Figura 25). Una banda que tiende al negativo con un minimo
alrededor de 200 nm indica la ausencia de estructura secundaria regular, como lo es una proteina

desplegada.
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Figura 25. Espectros de DC caracteristicos para hélices-a, hebras-p y secuencias no repetitivas de proteinas. El
espectro para una proteina con estructura predominante de hélices-a (linea negra) presenta dos bandas negativas de
magnitud similar con minimos en 222 y 208 nm, y una banda positiva con un maximo en 190 nm. El espectro para una
proteina con estructura predominantemente hebras-f (linea discontinua azul) presenta una banda negativa con un minimo
en 216-220 nm, y una banda positiva con un méaximo alrededor de 195 nm. El espectro para una proteina desplegada o
secuencias no repetitivas (p. ej. giros, lazos) presenta una banda que tiende al negativo con un minimo alrededor de 200
nm (linea punteada rosa). En el inserto se muestran los croméforos de las proteinas en la region del espectro
electromagnético del UV/visible. Adaptado de Correa' y Ramos (90).
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Apéndice 2. Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

La herramienta méas poderosa en la actualidad para determinar las propiedades
energéticas de una reaccion de asociacion proteina-ligando es la calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC, del inglés Lothermal Titration Calorimetry)(78, 102). Esta herramienta es capaz de
determinar en un solo experimento los valores de constante de union (Ka), estequiometria (n),
AGa, AHa, ASa. E1 ACp puede ser determinado mediante la dependencia del AHa con respecto a
la temperatura, ya sea realizando mediciones independientes a diferentes temperaturas o en un

solo experimento a través del método de calorimetria de titulacion multitérmica (77).

El calorimetro de titulacion isotérmica esta compuesto de dos celdas idénticas rodeadas
por una cubierta adiabatica. Un sensor detecta la diferencia de temperatura entre las celdas y a
su vez entre las celdas y la cubierta. En el experimento, la muestra de proteina por lo general es
colocada en la celda de muestra y la celda de referencia es llenada con solucion amortiguadora
0 agua. En una jeringa acoplada se coloca el ligando. Antes de comenzar la titulacion, una
potencia constante es aplicada a la celda de referencia. Esta sefial activa el circuito de
alimentacion eléctrica localizado en la celda de muestra y representa la linea base.
Experimentalmente, se observa directamente la potencia aplicada para mantener la temperatura
de las dos celdas igual (isotérmicamente) dependientes del tiempo (Figura 26). Durante la
titulacion, después de cada adicion de pequefias alicuotas de ligando, el calor absorbido o
liberado en la celda de muestra es medido con respecto a la celda de referencia. Para una reaccién
exotérmica, la temperatura de la celda de muestra se incrementard, y la potencia de alimentacion
sera disminuida para mantener la diferencia de temperatura entre las dos celdas constante. Para
una reaccion endotérmica, la temperatura de la celda de muestra disminuye, por lo que el

instrumento incrementa el poder de alimentacion(77, 78).
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Figura 26. Experimento tipico de ITC. En la parte superior se muestran los datos crudos obtenidos mediante la titulacién de una
protefna [P] con un ligando [L]. Cada pico corresponde al potencial aplicado o disminuido para mantener la celda de referenciay
la celda experimental a la misma temperatura. Al normalizar estos datos en funcion de la concentracion se obtiene una isoterma
de union (parte inferior). El ajuste no lineal de un modelo de unién permite determinar directamente el valor de AHa (que determina
la altura de la isoterma), la estequiometria n (la cual ocurre en el punto de inflexion de la curva), y la Ka (que determina lo abrupto
del cambio de pendiente instantanea de la curva).

Al inicio del experimento la celda de reaccion es llenada con un volumen efectivo (Vo)
de proteina que es detectado calorimétricamente. En cada inyeccion de ligando, un volumen de
liquido sale de la celda de referencia, que es igual al volumen de la inyeccién (v) disminuyendo
ligeramente la concentracion de la proteina. Para el analisis de las isotermas hay que corregir el
total de las concentraciones tanto de la proteina [P]: como del ligando [L]: después de cada
inyeccion (i). Esto se realiza mediante las ecuaciones 17 y 18 para la correccién del ligando y la
proteina(102, 103).

[L]e: = [L]o (1 - (1 - Vi)l) (ec. 17)

0
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[Ple; = [Plo (1-2) (ec. 18)

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

Después de cada inyeccion, como resultado de la union la concentracion del ligando libre
[L], la proteina libre [P] y del complejo cambian [PL]. En la interaccion, hay un intercambio de
calor medido por el equipo como la energia necesaria para mantener la temperatura constante en
ucal/s. Para cada inyeccion, el calor asociado (Q) a la reaccion se obtiene integrando el area bajo

la curva de cada pico, que es proporcional a la fraccion de ligando unido [PL] (104).

i _
Q=MdodH |y | Xl 1 J(1+ Xle 1 ]t) - 4[X]]tt] (ec. 19)

2 n[M]e = nKg[M]e n[M]e  nkg[M

A medida que la proteina se satura con el ligando, las magnitudes de los picos
disminuyen hasta que el tamafio del pico refleja el calor de solo la dilucion, dando como

resultado una curva sigmoidea para un modelo de un solo sitio de union (104).

De esta curva, denominada isoterma de unidn, se extraen por ajuste de regresion no lineal
los pardmetros Ka, AHa, y la estequiometria n en un solo experimento (Figura 26) (78). E1 AGa
se calcula a partir de la Ka segtin la ecuacion 3 y el valor de AS, se calcula a partir de la ecuacion
4. Adicionalmente, el analisis del AHa a diferentes temperaturas nos permite calcular el valor del

cambio en la capacidad calorifica de asociacion (ACpa) (ec. 20)(77, 78).

ACpa = SAH/ST (ec. 20)
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ANEXOQOS:

Soluciones amortiguadoras, reactivos y medios

Medio LB

(Luria-Bertani)

10 g de triptona, 10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura,
15 g de agar (solo para medio solido), aforar a 1 L con
agua destilada. Se esteriliza en autoclave.

Medio YEP(D) liquido

16 g de triptona, 5 g de NaCl y 10 g de extracto de
levadura aforar a 1 L con agua destilada. Esterilizar en
autoclave.

Medio SD-URA liquido

12 g de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos.
16.5 g de casamino &cidos, 200 mg de adenina y 150 mg
de tirosina, se afora a 1.5 L con agua destilada. Esterilizar
en autoclave.

Glucosa al 20%

100 g de glucosa, aforar a 0.5 L con agua desionizada.
Esterilizar en autoclave

Galactosa al 20%

200 g de galactosa, aforar a 1 L con agua desionizada. Se
filtra por una membrana de 0.22 pm. Esterilizar en
autoclave.

Solucién Drop Out 100X

0.6 g de Leucinay 0.4 g de Triptéfano en 100 mL de agua
desionizada

10X TE 100 mM Tris-HCI pH 7.4, 10 nm EDTA. Se filtra por una
membrana de 0.22 pm.

1IX TE/LiAc 4 mL de agua desionizada, 0.5 mL TE 10X, 0.5 mL Li/Ac
1 M. Se filtra por una membrana de 0.22 pm

1X TE/LIAC/PEG 4 mL de PEG 50%, 0.5 mL TE 10X, 0.5 mL Li/Ac 1 M.

Se filtra por una membrana de 0.22 um

Buffer de lisis

50 mM TRIS-HCI pH 8.0, 150 mM de NaCl, 5 % de
Glicerol, 5 mM de MgCl,, 30 mM de Imidazol, 1 mM de
PMSF (inhibidor de proteasas). Se filtra por una
membrana de 0.22 pm.
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Buffer A-Ni

50 mM TRIS-HCI pH 8.0, 150 mM de NaCl, 5 % de
Glicerol, 5 mM de MgCl,, 30 mM de Imidazol. Se filtra
por una membrana de 0.22 pum.

Buffer B-Ni

50 mM TRIS-HCI pH 8.0, 150 mM de NaCl, 5 % de
Glicerol, 5 mM de MgClz, 500 mM de Imidazol. Se filtra
por una membrana de 0.22 um

Buffer A-Q

15 mM TRIS-HCI pH 8.0, 50 mM de NaCl, 1.5 % de
Glicerol, 1.5 mM de MgCl.. Se filtra por una membrana
de 0.22 pm.

Amortiguador A-S

15 mM TRIS-HCI pH 8.0, 50 mM de NaCl, 1.5 % de
Glicerol, 1.5 mM de MgCl.. Se filtra por una membrana
de 0.22 pm.

Amortiguador B-Q

50 mM TRIS-HCI pH 8.0, 1 M de NaCl, 5 % de Glicerol,
5 mM de MgCl;. Se filtra por una membrana de 0.22 um.

Amortiguador de Calorimetria

50 mM TRIS-HCI pH 8.0, 150 mM de NaCl, 5 % de
Glicerol, 5 mM de MgCl,, 0.5 mM de DTT. Se filtra por
una membrana de 0.22 pm.

Amortiguador de tanque 10X

250 mM TRIS-base, 200 mM de Glicina, 1% SDS.

Amortiguador de carga 4X

200 mM TRIS-HCI pH 8.0, 400 mM de DTT, 40% de
Glicerol, 8% de SDS, 0.4% de Azul de bromofenol.

Antibioticos (Ampicilina)

Se preparo la solucion patrén de antibiotico pesando 1 g
de polvo y aforando a 100 mL y cada solucién fue filtrada
en esterilidad mediante una membrana de 0.22 pum.
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