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CAPITULO 1

Introduccion

Las proteinas son parte esencial de los organismos vivos, estando
implicadas en la mayoria los procesos celulares, desde las reacciones
bioquimicas fundamentales para el metabolismo, catalizadas por los enzimas,
hasta las funciones mecanicas de la actina y la miosina que permiten la
contraccion de los musculos. A su vez, son también las encargadas de
gestionar todos estos procesos de forma adecuada para mantener la
homeostasis celular y responder correctamente a estimulos y sefiales. Para
ello, las células han desarrollado una extensa red de receptores y mensajeros
que interaccionan de forma especifica desencadenando la expresion de nuevos
genes, la alteracion de las rutas metabdlicas, la division celular o incluso la
apoptosis celular. De esta forma, cualquier error en este sistema de
procesamiento de informacion puede llevar al desarrollo de patologias como
son las enfermedades autoinmunes o el cancer, lo que convierte a las
proteinas implicadas en importantes dianas para el desarrollo de terapias

contra innumerables patologias [1].

La base de la actividad de este complejo entramado funcional se basa
en el reconocimiento especifico entre proteinas y en su
activacion/desactivacion transitoria, con frecuencia mediante la fosforilacién
o desfosforilacion de un residuo que tenga un grupo hidroxilo libre (-OH);
normalmente serina, treonina o tirosina. Las quinasas son las proteinas
encargadas de transferir ese grupo fosfato desde el adenosin trifosfato (ATP)
al residuo de la proteina substrato, provocando cambios conformacionales que
alteraran la actividad de ésta ultima de diversas maneras, dependiendo de su
localizacion y tipo. Muchas proteinas tienen multiples sitios susceptibles de
fosforilacidn, incluidas las propias quinasas. La fosforilacion puede ser

revertida por una clase diferente de enzimas llamadas fosfatasas. La
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intervencion conjunta y coordinada de quinasas y fosfatasas permite asi la

activacion y desactivacion de numerosas funciones celulares [1]

Las quinasas han sido clasificadas en 10 grupos dependiendo de su
actividad (no siempre correlacionada con su funcion biolégica), homologia de
secuencia y estructura. Tenemos asi quinasas moduladas por nucleétidos,
fosfolipidos y calcio (AGC); quinasas reguladas por calcio y calmoludina
(CAMK); casein quinasas (CK1), homologas a las quinasas de levadura (STE);
quinasas que contienen un dominio receptor de guanilato ciclasa (RGC);
tirosin quinasas que fosforilan casi exclusivamente residuos de tirosina (TK);
quinasas que tienen una alta similitud con las homologas de tirosina pero que
fosforilan generalmente residuos serina y treonina (TKL); quinasas de las
subfamilias CDK, MAPK, GSK3 y CLK (CMGC); y finalmente dos grupos mas
dificiles de definir, donde se agrupan quinasas sin homologia estructural y de

secuencia con el resto .[2].

Entre todos estos grupos destaca el de las quinasas de tirosina por ser
uno de principales protagonistas en los procesos celulares y por ser estas
quinasas de las mas abundantes en el genoma, segin se ha demostrado en la
busqueda por homologia de secuencia del genoma humano, donde se
encontraron 518 secuencias que codifican quinasas, siendo las quinasas de

tirosina el grupo mas ampliamente representado, con 90 miembros [2].

1.1 Las quinasas de tirosina cSrc y cAbl

En 1979, ]. Michael Bishop y Harold E. Varmus descubrieron que en el
genoma de pollos sanos se encontraba un gen con una alta homologia de
secuencia con el gen vSrc del virus del sarcoma de Rous (RSV). Este gen, el

vSrc, es indispensable para que el virus RSV posea capacidad tumoral. Un
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profundo estudio comparativo demostr6 que vSrc, a diferencia de su
homologo aviar cSrc, carecia de la regidon C-terminal, de forma que la proteina
se encontraba constitutivamente activa, al contrario de la forma celular que
solo se activaba bajo ciertas circunstancias. La proteina codificada por estos
genes tenia la capacidad de trasferir un grupo fosfato a un residuo de tirosina,
es decir, se trataba de una quinasa de tirosina. Esta actividad descontrolada
era la causante de la transformacion de las células sanas a tumorales, de forma
que mutaciones en el gen cSrc podian producir cancer. Se establece asi un
nuevo paradigma en el panorama de la biologia celular, acufiando los términos

oncogén (vSrc) y proto-oncogén (cSrc) [3-5].

Lébulo N
Lazo de
Activacién
Lébulo C

Figura 1.1 Esquema del dominio catalitico de las quinasas de tirosina de cSrc. Cédigo PDB:
2F00. Se ha coloreado en verde la seccién correspondiente al I6bulo N y en lila el I6bulo C. En
fucsia esta representado el lazo de activacién, que pertenece al I6bulo C. Se ha representado en
varillas el residuo Tyr 412, que es fosforilado para la activacién del dominio catalitico. Para detallar
dénde se incorpora el ATP, también se ha representado el ATP en varillas
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Casi paralelamente, se descubri6 en ratones como el producto del gen
tumoral del virus del linfosarcoma de Abelson (vAbl) era también una forma
alterada de la quinasa celular (cAbl) y, al igual que cSrc, tenia potencial para
transformar las células sanas en tumorales, amén de la capacidad catalitica de
fosforilar residuos de tirosina [9, 10, 12]. Posteriormente, se observd que una
forma defectiva de cAbl, generada por translocacion cromosémica, provocaba
la fusion del gen BCR con el de cAbl; esta proteina fue detectada y
caracterizada en casi todas las formas de leucemia mieloide crénica (CML) [6,
7]. Tanto ésta como la forma virica de cAbl tienen la actividad quinasa
desregulada asi como su capacidad de transformar células sanas en

cancerigenas, tanto in vitro como in vivo [8, 9].

Asi pues, el descubrimiento de los oncogenes virales de cSrc y cAbl
desencaden6 un gran interés cientifico, ya que el poderoso efecto de los
oncogenes en el comportamiento celular sugeria que la comprension de sus
mecanismos revelaria los principios que gobiernan la regulacién celular y la
oncogénesis. El esfuerzo investigador se centr6 inicialmente en entender el
mecanismo catalitico de las quinasas de tirosina. Subsiguientes estudios han
mostrado como el dominio catalitico de las quinasas de tirosina se encuentra
muy conservado, tanto a nivel estructural como en sus mecanismos de
regulacion de la actividad [10]. Dicho dominio esta formado por dos l6bulos: el
lobulo que se encuentra en el extremo N-terminal (I6bulo N), que esta
formado por cinco hebras beta y una sola hélice alfa y el segundo 16bulo, en el
extremo C-terminal (I6bulo C), que esta mayormente compuesto por hélices
alfa y es donde se encuentran la zona de reconocimiento del sustrato peptidico
y el centro activo (FIGURA 1.1). El ATP se une a la zona situada entre los dos

l6bulos, cerca del sitio de union de las secuencias diana de la quinasa.
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Lébulo N

Lobulo C

Myr
Ncap
Myr
Myr
Gag si2 D
v-Abl
3CR cap | sz [De |
BCR-ABL

Figura 1.2 Superposicion de las estructuras de las quinasas de tirosina cSrc (en verde) y cAbl
(en azul) acompanado del esquema de la organizacion de dominios de diferentes formas de
quinasas de tirosina de SRC y ABL. En el panel superior; Superposicién de las estructuras
destacando la estructura secundaria, a partir de los PDB con cédigo 2FO0 (cAbl) y 2SRC (cSrc). En
el panel inferior; Comparacién de la organizacion de dominios entre las formas oncogénicas y
silvestres de los miembros de las familias de SRC y ABL. Cada dominio se encuentra representado
en un color, siendo el negro utilizado para resaltar partes que han sido alteradas. El asterisco
amarillo marca la localizacion de residuos fosforilados.
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La mayor parte de las quinasas se activan por medio de un cambio
conformacional provocado por la fosforilacion de uno de sus residuos. Esta
fosforilacidon puede realizarse por otras quinasas o por copias de ellas mismas,
lo que organiza una intricada red de comunicacién [11-13]. E]l mecanismo mas
comunmente observado consiste en la fosforilacion del llamado lazo de
activacion, en el que la carga negativa del grupo fosfato compensa una carga
positiva situada en el motivo conservado del lazo de activacion, aumentando la
actividad catalitica de la proteina. Pero existen otros eventos de fosforilacion
que pueden desactivar la quinasa o cambiar el sitio de fosforilacién [10, 14],
estando los dominios que acompafian al dominio catalitico especialmente
implicados en su regulacion [14]. Los constructos de cAbl y cSrc a los que
posteriormente se les habia deleccionado la seccion N-terminal mostraron una
actividad anémala y un cambio en las preferencias de substratos [15, 16]. De
forma que, aunque el extremo N-terminal no era imprescindible para que la
quinasa de tirosina desarrollara su actividad enzimatica, si estaba implicada
en la modulacion de esta. La inspeccion de estas regiones en las familias Src y
Abl ha puesto de manifiesto que los 100 residuos inmediatamente adyacentes
al dominio catalitico se encuentran altamente conservados entre ellas. Esta
region se denomin6 como dominio Src Homology 2 (SH2), entendiendo que el
término SH1 correspondia al dominio catalitico [16]. Posteriormente, a
medida que se han ido secuenciando mas oncogenes, se ha encontrado que,
junto a la region conservada llamada SH2, existe otra algo mas pequena que, al
igual que SH2, no parece tener actividad catalitica, pero que también modula
el funcionamiento de estas quinasas de tirosina. Este nuevo dominio se llamo,
en clara logica, SH3 [17]. En la FIGURA 1.2 podemos apreciar la disposicién
general de estos dominios en las quinasas de tirosina de la familia de cSrc,

cAb], tanto en sus formas celulares como en sus formas viricas y oncogénicas.
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Hoy en dia, 30 afios después del descubrimiento de cSrc y cAbl como
proto-oncogenes, sabemos que la pareja de dominios SH3 y SH2 tiene la
capacidad de reconocer motivos de secuencia especificos y estan relacionados
con el mecanismo de regulacion de la actividad enzimatica, de forma que el
dominio catalitico no tiene la exclusividad, ni en los mecanismos de
reconocimiento del substrato ni en los de regulacion de la actividad [18-20].
Por ejemplo, tanto la deleccion del dominio SH3 como del SH2 provoca la
desregulacion de la actividad de cAbl, pero cada uno modifica de forma

caracteristica el comportamiento de cAbl in vivo [21].

Aunque el mecanismo no estd aun completamente detallado y no es
exactamente igual para cSrc y cAbl (como veremos con mayor detalle en la
Capitulo 4 de esta Memoria), en general, el dominio catalitico se mantiene en
su conformaciéon autoinhibida mediante el establecimiento de interacciones
intramoleculares, en las que juegan un papel destacado los dominios SH3 y
SH2 [22, 23]. Asi, es necesaria la disrupcidn de estas interacciones para que el
dominio catalitico pueda llevar a cabo su actividad. Esta disrupciéon se
desencadena por un estimulo que puede ser de diferente naturaleza y que,
interactuando en diferentes zonas de la quinasa, desencadena en todos los
casos grandes cambios conformacionales [18, 21]. Esto pone de manifiesto
que, aunque modular, las estructuras de cAbl y cSrc son altamente
cooperativas. Esta cooperatividad podria reflejar la necesidad de estas
quinasas de responder a un alto nimero de estimulos, lo que les confiere la
capacidad de estar implicadas en diferentes vias de sefializacion [24]. Algunos
autores proponen la existencia de diferentes estados activos para cada
estimulo, lo que permitiria modular la respuesta de la quinasa en funcién del

estimulo activador. Aunque no poseemos suficiente informacién estructural
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del estado activo de ambas quinasas, existen algunas evidencias que apoyarian

esta hipotesis [25-27].

Dada la complejidad del mecanismo, el funcionamiento de cAbl y cSrc
sigue eludiendo nuestra completa compresién, convirtiéndose en uno de los
principales retos biomédicos actuales, pues no solamente permitiria entender
con mayor detalle cémo funciona uno de los elementos claves de la
sefializacidn celular, sino que, ademas, seria de gran ayuda para desarrollar
nuevas terapias contra las formas oncogénicas de estas quinasas. Estas
terapias son especialmente necesarias en el caso de la leucemia crénica
mieloide, donde es comun que los pacientes desarrollen resistencia a los
farmacos actuales. Dichas formas resistentes, al contrario de lo que cabria
esperar, no s6lo presentan mutaciones en el sitio activo de cAbl, sino también

a los dominios SH3 y SH2 entre otras zonas [28, 29].

Aunque no es el Unico, uno de los mecanismos de activacion de cAbl y
cSrc mas estudiados es el desencadenado por el reconocimiento del dominio
SH3 de proteinas con motivos ricos en prolina [30, 31]. Formas de cAbl que
carecen del dominio SH3, como es el caso de la proteina viral vAbl, se
encuentran desreguladas y con capacidad para transformar celular sanas en
cancerigenas [32]. Esto siguiere su importancia en el mecanismo de regulaciéon
y de reconocimiento de sustratos, convirtiéndose en un prometedor campo de
estudio para el desarrollo de nuevos farmacos. En este punto, se ha
demostrado que el bloqueo del sitio de unién del dominio SH3 de la proteina
Lck (de la familia de Src) mediante la modificacion del péptido pl
(KERPPPVPNPD) con un derivado del acido palmitico inhibe el crecimiento de

células cancerigenas, tanto in vitro como in vivo [33].

El dominio SH3, no se encuentra solamente en cSrc y cAbl, sino que esta

ampliamente distribuido en el proteoma, siendo una de las piezas clave para

10
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entender los mecanismos de sefializacion. Destacar que sus interacciones con
ligandos han sido durante la ultima década uno de los principales temas de

estudio de nuestro grupo de investigacion.

1.2 Dominios modulares: el dominio SH3

La presencia de dominios modulares de reconocimiento proteina-
proteina, como son los dominios SH2 y SH3, es muy frecuente en diferentes
tipos de proteinas [14, 34]. Gracias a las mejoras en las técnicas de biologia
molecular, se ha podido determinar y clasificar los diferentes tipos de

dominios, atendiendo a su estructura y funcion.

Se denominan dominios modulares aquellos dominios con identidad
propia y estructura conservada, cuya funciéon principal es la de
reconocimiento de secuencias, entre 3 y 6 aminoacidos, especificas y muy
conservadas. Estos dominios son generalmente pequeiios, entre 30 y 150
aminodacidos, y se caracterizan por un plegamiento compacto y estable,
presentando uno o mas sitios de union para ligandos [35]. Se encuentran en
proteinas de todo tipo y no es raro encontrar mas de un dominio modular
formando parte de una misma proteina [18, 34, 36-39].Los dominios
modulares se clasifican en diferentes familias dependiendo de su homologia
estructural, de secuencia y del motivo especifico que reconocen. Por ejemplo,
los dominios SH2 reconocen secuencias con una tirosina fosforilada, los PDZ
reconocen secuencias correspondientes a extremos carboxilo terminal y los
dominios SH3 reconocen secuencias ricas en prolina (MRP). De este ultimo
tipo actualmente se conocen hasta cinco familias: SH3, WW, EVH1, GYF y UEV,

siendo los dominios SH3 los mas ampliamente representados en virus,

11
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procariotas y eucariotas, formando parte de todo tipo de proteinas [36-38,

40].

C-terminal N-terminal

Figura 1.3 Representacion de la estructura tridimensional del dominio SH3 de c-Yes. La
estructura del panel superior fue resuelta por cristalografia de rayos X (Martin-Garcia et. al.,
2007) y depositada en el Protein Data Bank (PDB) bajo el cédigo 2hda. Las cinco hebras beta
se representan como 1, B2, B3, B4 y B5 (amarillo) y la hélice 310 que conecta las hebras 4 y B5
aparece en rojo. El lazo n-Src que conecta las hebras B2 y 33, el lazo RT que conecta las hebras 31
y B2, y el lazo distal que conecta las hebras 3 y 4, también se indican (verde). Los restos
aromaticos mas conservados que son importantes para la unién de los ligandos se indican en
representacién de varillas con el cédigo de colores indicado en el texto. Estos son los dos residuos
de tirosina del motivo ALYDY, el primer triptéfano del motivo WW , el residuo prolina de la hebra 34
y el residuo tirosina de secuencia SNY de la hélice 310

Los dominios SH3 estan formados por unos 60 residuos y comparten
una alta identidad de secuencia y una estructura comun formada por 5 hebras
beta antiparalelas unidas por 3 lazos (denominados comunmente como RT, n-

Src y Distal) y una hélice 31o. Figura 1.3. El sitio de unién de los dominios SH3

12
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esta compuesto por dos hendiduras poco profundas que forman los llamados
bolsillos hidrofébicos, ya que estan constituidos por residuos aromaticos muy
conservados. Colindante a éstos existe un tercer bolsillo responsable de la
especificidad de union, delimitado por los lazos RT y n-Src, mas variables en

secuencia entre los diferentes miembros de la familia Figura 1.4.

El motivo central de unién de esta familia esta ampliamente descrito y
se caracteriza por la secuencia consenso PxxP (donde x es normalmente un
aminodacido hidrofébico) que acomoda cada dipéptido xP en cada uno de los
dos bolsillos hidrofobicos del sitio de union, de forma que el ligando adopta
una estructura secundaria caracteristica en hélice poliprolina tipo II (PPII),
Figura 1.5. Esta conformacion de tres residuos por vuelta esta muy favorecida
por la presencia de las prolinas y su peculiar cadena lateral ciclada. Los restos
adyacentes al motivo central PxxP interaccionan con el tercer bolsillo,
delimitado por los lazos RT y n-Src, y estan menos conservados, estando
relacionados con la especificidad de reconocimiento entre diferentes dominios

[41].

La geometria del sitio de union permite que las secuencias ricas en
prolina se puedan unir en dos orientaciones diferentes respecto al sitio de
union, lo que da lugar a dos tipos de ligandos: tipo I, caracterizados por la
secuencia consenso [R/K]xxPxxP, donde el ligando va del extremo N-terminal
al C-terminal; y tipo II, con la secuencia consenso xPxxPX[R/K] donde el
ligando se acomoda en el sentido opuesto, desde el C-terminal al N-terminal
Figura 1.6. La orientacién del ligando viene determinada por un aminoacido
basico localizado a dos residuos de distancia del motivo PxxP (hacia el
extremo N-terminal en los ligandos de tipo I y hacia el C-terminal en los
ligandos de tipo II) que forma un puente salino con un residuo acido muy

conservado en el dominio, que se encuentra en el lazo RT [41, 42]. Ademas de

13
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estas interacciones electrostaticas favorables, también es importante la
formacion de interacciones de van der Waals de la cadena lateral del residuo
basico del ligando con un triptéfano altamente conservado del sitio de unién
[43]. Algunos miembros de la familia de dominios SH3 prefieren una
orientacion sobre la otra mientras que otros no hacen distincion. Por ejemplo,
se ha podido comprobar como los dominios SH3 de la familia de c-Src forman
frecuentemente complejos tipo I y II, mientras que los complejos de cAbl son

mayoritariamente de tipo I [44]

hélice PPII

0 |
"~ SH3
lazos RT bolsillos
y n-Src hidrofébicos

Figura 1.5 Representacion esquematica del modo de uniéon mostrado por dominios SH3.
Concretamente se representa el sitio de unién ocupado con un ligando tipo PxxP en orientacion tipo
I. El sitio de unién contiene dos bolsillos hidrofébicos xP formados por restos aromaticos
conservados (en amarillo) y un bolsillo de especificidad adyacente que es mas variable (en verde).
Las letras P numeradas en el ligando indican las posiciones respecto de la secuencia consenso
PoX 1X2P3.

Ademas del reconocimiento de péptidos que contengan el motivo PxxP,
recientemente se han encontrado dominios SH3 que presentan afinidad por
secuencias consenso diferentes [45], en algunos casos con motivos atipicos
que carecen de residuos prolina [46]. Esto ampliaria el espectro de accion de
los dominios SH3, pero alin es necesario un estudio mas profundo para

conocer mejor las peculiaridades de estos casos.
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Tipo | Tipo I
C< & N N P

—> C
PLPPLPRRALSV APPLPPRNRPRL

SH3-cSRC/VSL12 SH3-cSRC/APP12

Figura 1.6 Representaciéon del dominio SH3-cSrc formando complejo tipo | con el ligando
VSL12 (panel izquierdo) y tipo Il con el ligando APP12 (panel derecho). A partir del PDB con
codigo 1QWF para SH3-cSrc/VSL12 y 1QWE para SH3-¢Src/APP12. En rojo se destaca el dominio
SH3-cSrc. Los ligandos se han mostrado en estructura de varilla y coloreados segun las
propiedades de cada residuo, en Azul los basicos, en Verde los polares y en Gris los apolares

Los dominios SH3 se caracterizan por presentar una afinidad de unién
moderada por sus ligandos naturales (Kq=1-100uM), permitiendo la formacién
de complejos transitorios, caracteristica deseable para desempefiar su papel
en los complejos mecanismos de transduccion de sefiales. En la misma linea,
también presentan una especificidad lo suficiente elevada como para
discriminar entre substratos, pero no es extrafio que distintos dominios
reconozcan algunos motivos comunes. Por ejemplo, se ha podido comprobar
como los ligandos VSL12 (VSLARRPLPPLP) y APP12 (APPLPLPRNRPRL),
descubiertos mediante expresion de fagos, interaccionan de forma exclusiva
con los dominios SH3 de la familia de cSrc, mientras que no forman complejos
con los de la familia de cAbl. No obstante, entre estas dos familias se han
descrito casos en los que un mismo péptido puede unir a dominios de ambas

con afinidades similares. Este es el caso de los ligandos naturales 3BP-1
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CAPITULO 1

(RAPTMPPPLPP) y 3BP-2 (PPAYPPPVP) que interaccionan con el dominio SH3
de cAbl y con el dominio SH3 de Fyn (de la familia de cSrc) con unas
constantes de disociacion en torno a 35uM [47]. Por otro lado, tenemos el caso
de la proteina asociada a filamentos de Actina de 110 kDa (AFAP-10) que ha
sido identificada como uno de los sustratos naturales del dominio SH3 de la
tirosina quinasa cSrc, tanto in vivo como in vitro [48, 49], pero que no
interacciona con el dominio SH3 de cYes a pesar de ser de la misma familia y
poseer una altisima homologia de secuencia, diferenciandose en solamente 8

residuos [50].

Es decir, encontramos algunos casos en los que existe una especificidad
muy fina, y otros en los que existe una gran promiscuidad en la unién de
ligandos. La pregunta es obvia: ;cOmo encaja este comportamiento en la
sensible red de mecanismos que regulan los procesos celulares? Este balance
entre reconocimiento especifico y promiscuo podria responder a la necesidad
de mantener una cierta interconectividad entre las redes de comunicacion. Asi,
por ejemplo, es ldgico pensar que ciertos estimulos requieran la modulacién
de dos procesos celulares diferentes bajo ciertas circunstancias, mientras que
bajo otras solamente sea necesaria la modulaciéon de uno [43]. Otra posible
explicacion a este comportamiento se deberia a que los fendémenos de
transduccion de sefiales se encuentran normalmente muy localizados en la
célula, como es el caso de las tirosina quinasas de cSrc, que al contrario que
cAbl estan unidas a la membrana plasmatica, de forma que directamente no
existiria interferencia por reconocimientos cruzados al no estar presentes
estas proteinas en el mismo compartimiento celular o incluso tipo celular. Por
otro lado, donde quedan mas resaltados los fendmenos de solapamiento de
especificidad es en los experimentos in vitro, donde en la mayoria de las

ocasiones se exponen los dominios SH3 a secuencias que no son naturales o
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que no corresponden a proteinas del mismo organismo. Por lo tanto, el
solapamiento de especificidad observado se deberia a que los dominios SH3
de un organismo estarian preparados para discriminar entre secuencias que
existen en su entorno, de forma que una secuencia foranea puede ser
reconocida por mas de un dominio, como demuestra el trabajo de M. Zarrinpar
et. al. con los dominios SH3 de levadura y un ligando de origen fisiologico,
Pbs2 [39]. En este estudio se observdo cémo el ligando era reconocido
especificamente por un solo dominio SH3 de levadura, mientras que el mismo
péptido era reconocido por diversos dominios SH3 de otros organismos, lo
que reforzaria la hipoétesis de la localizacion celular para explicar la

versatilidad de los dominios SH3.

En todo caso, queda patente la existencia de un complejo mecanismo de
reconocimiento, contrariamente a lo que cabria esperar para una proteina con
un sitio de union tan sencillo y pequefio. En este contexto, aunque se posee
mucha informacién sobre los dominios SH3, el mecanismo que determina la
afinidad y reconocimiento especifico entre dominios SH3 ain no se conoce por
completo. De hecho, la mayoria de las secuencias que interaccionan con
dominios SH3 han sido identificadas mediante el uso de bibliotecas de
péptidos, quimica combinatorial y expresion de fagos, entre otras técnicas,
mientras que los intentos de disefio racional, salvo en contadas ocasiones, han
tenido escaso éxito [47]. Por un lado sabemos que la variabilidad de las
secuencias de los lazos RT y n-Src juega un papel clave [47], pero deben existir
otros protagonistas implicados en este complejo mecanismo que expliquen,
por ejemplo, como los dominios SH3 de la familia cSrc, a pesar de ser muy

similares en secuencia, presentan diferentes patrones de especificidad [50].

En este sentido, los diferentes estudios termodinamicos de la unién de

ligandos ricos en prolina a dominios SH3 aportan informacion de gran
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relevancia. Desde un punto de vista termodinamico, esperariamos que este
tipo de complejos, con escasas interacciones de naturaleza polar, presentara
un patrén termodinamico dominado por el llamado efecto hidrofébico, de
forma que la interaccién estaria dirigida por una entropia favorable y un
cambio de entalpia positivo [51]. Sin embargo, todos los analisis
calorimétricos llevados a cabo sobre complejos SH3-péptido revelan un patrén
termodinamico totalmente diferente: una gran entalpia de unién negativa que
estarfa parcialmente compensada por wuna contribucion entrépica
desfavorable [52-54]. Este comportamiento no puede ser explicado solamente
de acuerdo a la interaccion directa entre superficies hidrofébicas, lo que pone
de manifiesto la existencia de otros mecanismos que contribuyen a la

interaccidn de los dominios SH3 con sus ligandos. Figura 1.7

Huella termodinamica esperada

” AH,,: cambio de interacciones entre forma unida y

la expuesta al solvente
2 AS_,,: liberacion de aguas EFECTO HIDROFOBICO

0 AS_ .+ Perdida de libertad conformacional

-60
AG AH -TAS
Huella termodinamica observada

20 AS_,,,: De solvatacion parcial de la superficie de interaccion.
0 Moléculas de aguas ocluidas.
20 AH;,;: Establecimiento de puentes de hidrogeno mediados

por las moléculas de aguas ocluidas.

“ AH,,,;: Cambios en la dinamica conformacional.
-6

-40

AG AH -TAS

Figura 1.7 Esquema de las magnitudes esperadas y observadas para la union de motivos
ricos en prolina a dominios SH3. Representacion en forma de barras de la energia de Gibbs
(Azul), la entalpia (Rojo) y la entropia (Verde). A la izquierda se remarcan los factores que
contribuirian significativamente a la huella termodinamica esperada o la observada. En texto de
color rojo factores que contribuyen a la entalpia y texto en color verde a la entropia
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En esta direccidn, y como veremos en detalle en los Capitulos 2 y 3 de
esta Memoria, nuestro grupo de investigacion ha estado trabajando para
identificar los factores que determinan esta singular huella termodinamica y
asi mejorar el conocimiento que existe sobre el mecanismo de especificidad y
afinidad de los dominios SH3, lo que permitiria el disefio racional de ligandos
con potencial terapéutico. Uno de los factores hallados que podria estar
contribuyendo a aumentar el factor entalpico seria la redistribucién
conformacional del estado nativo inducida por la unién del ligando. Los
estudios de intercambio hidrogeno/deuterio indican que bajo condiciones
nativas el dominio SH3 puede considerarse como un conjunto estadistico de
estados conformacionales y presenta, ademas, una elevada cooperatividad
estructural, lo que significa que cualquier cambio local puede transmitirse
eficientemente por toda la estructura [55, 56]. Este hecho favoreceria que, no
s6lo los residuos del sitio de unidon participen en el mecanismo de
reconocimiento y especificidad, sino que el dominio entero contribuyera a
éste, lo que explicaria casos en los que dominios de la misma familia con una
alta homologia en el sitio de uniéon posean diferente afinidad por un mismo
substrato, como es el caso de la familia de dominios SH3 de cSrc con el ligando

natural de AFAP-10, mencionado anteriormente.

Paralelamente, también en nuestro grupo de investigacion se
identificaron moléculas de agua ocluidas en la interfaz de uniéon que median
las interacciones del complejo del dominio SH3 de cAbl con el péptido de
disefio p41 (APSYSPPPPP). Se realiz6 un estudio exhaustivo a nivel estructural
que mostré6 cémo estas moléculas de agua estarian estrechamente
relacionadas con el patron termodinamico de la unién de ligando del dominio
SH3. El comportamiento de estas moléculas de agua reduciria la aportacién

favorable de entropia al no liberarse al solvente, pero estos efectos estarian
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compensados por la formacidon de fuertes puentes de hidrégeno entre el
dominio y el ligando, lo que contribuiria favorablemente a la entalpia de unién.
[52, 53]. Esto explicaria por qué la uniéon del dominio SH3 de cAbl se
caracteriza por presentar una entalpia muy favorable ligeramente
compensada por una entropia positiva. Posteriormente, y también en nuestro
grupo de investigacion, se analizaron las estructuras cristalograficas de los
dominios SH3 disponibles en el Protein Data Bank (PDB), lo que permitio
observar como la presencia de moléculas de agua en el sitio de unidén se
repetia en todos los dominios, permitiendo identificar patrones de hidrataciéon
comunes [57]. Esto refuerza la idea de que las moléculas de agua son
importantes en los mecanismos de unién y reconocimiento de secuencias en la
familia de dominios SH3. Estas moléculas de agua forman parte estructural del
sitio de union y juegan un papel importante para la formacién del complejo,
bien mediando interacciones entre residuos, bien debilitando interacciones
desfavorables, o bien rellenado espacios para mejorar los contactos entre las

superficies proteicas.

1.3 Objetivos

En definitiva, a pesar del elevado nimero de estudios realizados a nivel
estructural y funcional, ain no conocemos completamente los mecanismos
que gobiernan la interacciéon de estos dominios con sus ligandos, lo que
dificulta el diseno racional de nuevos ligandos de alta afinidad. A su vez, el
comportamiento de los dominios SH3 juega un papel clave en los mecanismos
de regulacion de las proteinas de las que forman parte, como por ejemplo, cAbl
y cSrc. El objetivo ultimo que pretendemos obtener en esta Tesis es ampliar el
conocimiento que se tiene del mecanismo de reconocimiento de secuencias

ricas en prolina por parte de los dominios SH3, en concreto de los efectos de la
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cooperatividad y del papel que juegan las moléculas de agua ocluidas.
Asimismo, pretendemos estudiar el papel de las regiones no cataliticas de la
quinasa de tirosina cAbl la regulacion de su actividad catalitica y los

mecanismos mediante los cuales esta regulacion tiene lugar.

Los objetivos especificos perseguidos en este trabajo se enumeran a

continuacion:

L. Desarrollar un programa que permita el seguimiento del
comportamiento de las moléculas de agua de la interfaz de
union de distintos dominios SH3 durante simulaciones de
dinamica molecular, para aumentar el conocimiento del papel
de éstas en el fendmeno de reconocimiento y afinidad de

ligando.

IL. Mediante técnicas computacionales detectar cambios
cooperativos que permitan justificar la influencia en la
energética de cambios en los parametros termodinamicos de
unidon de posiciones alejadas del sitio de uniéon del dominio

SH3 de cSrc.

[1L. Describir el papel de las regiones no cataliticas de la quinasa
de tirosina cAbl mediante el estudio de su equilibrio

conformacional mediante técnicas computacionales.
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2 ESTUDIO DE LA DINAMICA CONFORMACIONAL DE
DOMINIOS SH3 Y SUS COMPLEJOS CON LIGANDOS
PEPTIDICOS. EFECTOS COOPERATIVOS Y
REESTRUCTURACION DE INTERACCIONES.
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2.1 INTRODUCCION

El reconocimiento de secuencias ricas en prolina por algunos dominios
modulares juega un papel destacado en los procesos de reconocimiento e
interaccidon proteina-proteina en el contexto de la sefializacion celular. Los
dominios SH3 son los mddulos de reconocimiento de secuencia ricas en
prolina (MRP) mas ampliamente representados en los diferentes proteomas y
forman parte de diversas proteinas [38]. Actian generalmente como sitios de
anclaje para el reclutamiento de sustratos y la formaciéon de complejos
supramoleculares que conducen a la modificacion enzimatica de algunos de
sus componentes. En ocasiones desempefian también un papel esencial en la
regulacion de la actividad enzimatica de las proteinas que los contienen
mediante el establecimiento de interacciones intramoleculares con otros
elementos de la molécula; éste es el caso de las quinasas de tirosina de las
familias Src y Abl entre otras, que estan implicadas en la regulaciéon de

importantes mecanismos celulares [22, 58].

Los dominios SH3 se caracterizan por presentar una afinidad de unién
moderada por sus ligandos naturales (Kd=1-100uM), y una especificidad lo
suficientemente precisa para discriminar entre substratos, pero a la vez
permitiendo que distintos dominios reconozcan algunos motivos comunes.
Estas caracteristicas son necesarias para desempefiar su papel en los
complejos mecanismos de transduccién de sefiales. Por un lado, la débil
afinidad permitiria la formacién de complejos transitorios y, por otro, el
equilibrio entre reconocimiento especifico y promiscuo otorgaria plasticidad e
interconectividad a las redes de interaccidén proteina-proteina. Como se ha
descrito en la introduccidn de esta tesis, los parametros termodindmicos de
unidn de las interacciones SH3-ligando son atipicos para lo que cabria esperar

por su naturaleza principalmente hidrofébica. La energia libre de unién en
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lugar de estar entrépicamente favorecida, parametro tipico del efecto
hidrofobico, se encuentra mayormente dirigida por una entalpia favorable. Por
consiguiente, este caracter exotérmico de la interaccion dificilmente puede
justificar una interaccion netamente hidrofébica, dejando entrever que el
funcionamiento de estos sencillos dominios oculta un grado de complejidad
mayor, que aun no se conoce por completo y que es vital para entender y
desarrollar terapias contra numerosas patologias en las que estan implicados

los dominios SH3[53].

La familia de quinasas Src esta implicada en la regulacion del desarrollo
celular, activando una gran variedad de proteinas citosélicas, nucleares y de
membrana mediante la fosforilacion de un resto tirosina [59]. Esta compuesta
por nueve miembros, cSrc, cYes, Fyn, Lck, Hck, Lyn, Blk, Fgr y Yrk, los cuales
comparten una arquitectura comun que incluye un dominio catalitico, un
dominio SH3 y otro SH2, estos dos ultimos implicados en la regulacion de la
actividad quinasa del primero y en la incorporacion de sustratos [50]. Dentro
de la familia, los miembros con mayor homologia de secuencia entre sus
dominios SH3 son cSrc, cYes y Fyn, que comparten una identidad en la
secuencia del 70% y una alta homologia estructural [50]. No obstante, aunque
el sitio de unidn es una de las zonas mas conservadas, como se aprecia en el
panel B de la Figura 2.1, estos tres dominios han demostrado tener diferentes
preferencias de union tanto por ligandos peptidicos como por proteinas, tanto

in vitro como in vivo [50, 60-62].

Con el objetivo de estudiar los mecanismos que determinan la afinidad
y especificidad de uniéon en dominios SH3, el Dr. José Manuel Martin Garcia
realizd, en el seno de nuestro grupo de investigacion, un extenso analisis
termodinamico mediante calorimetria isotérmica de titulacion (ITC) de la

interaccion de diversos ligandos naturales y de disefio con los dominios SH3
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de cSrc, cYes y Fyn. Entre los péptidos estudiados se incluye el péptido con la
secuencia VSLARRPLPPLP (VSL12), identificado mediante técnicas de
expresion en fagos. VSL12 une a los tres dominios con orientacién tipo I y
hasta la fecha es uno de los ligandos que presenta mayor afinidad para

cualquiera de ellos [63].

Lazo RT Lazo RT

:
#

BN 55

' < LazonSrc  Lazo nSrc

+ 4+ ++ o+ + ++ * ++++
SRC AGGVTTFVAL YDYESRTETD ESFKKGERLQ IVNNTEGDWW LAHSESTGRT GYIPSNYVAP SDSIQAEEWY
FYN GTGVTEFVAL YDYEARTEDD ESFHKGEKFQ IENSSEGDWW EARSETTGET GYIPSNYVAP VDSIQAEEWY
YES TGGUTIFVAL YDYEARTTED ESFKKGERFQ IINNTEGDWW EARSIATGKN GYIPSNYVAP ADSIQAEEWY
YRK GGGVTEFTIAL YDYEARTEDD ESFOKGEKFH IINNTEGDWW EARSESSGAT GYIPSNYVAP VDSIQAEEWY
FGR GIGUTEHFTIAN YDYEARTEDD ETFTKGEKFH IENNTEGDWW EARSHSSGKT GCIPSNYVAP VDSIQAEEWY
HCK EDIIVWAE YDYEATHHED BESFORKGDOMV VEBEES GEWW KARSHEATRKE GYEIPSNYVAR VDSLETEEWF

LYN OGDIVWAE YPYDGIHPDD ESFRKGEKVMK VEEEH GEWW KAKSHLTKKE GFEPSNYVAK LNTLETEEWF
LCK PLODNEBVIAB HSYEPSHDGDl HGFEKGEQLR EHEQOS GEWW KAQSHTTGOE GFEPFNFWAK ANSLEPEPWF
BLK HFVVAE YDYTAMNDRD EOMLKGEKLQ VEKGT GDWW LARSHVTGRE GYVPSNFVAR WESLEMERWF
>0~ L > o— > D ——> R ——

B, RT B, n-Src By Distal [34 3.0 Bs

Figura 2.1 Estructura y secuencia de los dominios SH3 de la familia de Src. Panel A:
Superposicion de las estructuras del complejo c-Src-SH3/VSL12 (1qwf) y de las estructuras libres de
los dominios SH3 de Fyn (1shf) y c-Yes (2hda) en representacion de cintas y en colores rojo, azul y
amarillo respectivamente. La estructura del ligando VSL12 se muestra en representacion de varillas.
Panel B. Alineamiento de secuencias de los dominios que componen la familia SH3 de Src. Los
residuos se representan en un cédigo de colores de acuerdo con el caracter del aminoacido. Se han
resaltado con el simbolo + aquellas posiciones que forman el sitio de unién. La posicién 128 ha sido
resaltada con un asterisco rojo. En la parte inferior del alineamiento se representa
esquematicamente a que regién del dominio pertenece cada posicién
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Sin embargo, el estudio termodinamico revel6 una gran variabilidad en
las contribuciones entalpica y entrdpica para los tres dominios SH3 de la
familia al unirse al péptido VSL12. Asi, cSrc une a VSL12 con un cambio de
entalpia muy inferior (20 kJ-mol! de diferencia) a los de Fyn y cYes (Figura
2.2). Este hecho llama la atencion si tenemos en cuenta que los tres dominios
solo difieren en un residuo en la region de unién, como se puede observar en
la Figura 2.1 panel B. Con la intenciéon de localizar los residuos responsables
de esta diferencia entalpica y asi identificar las causas que estan
contribuyendo a la inesperada energética de union caracteristica de los
dominios SH3, el Dr. José Manuel Martin Garcia realizé un completo analisis
mutacional sobre el dominio cSrc-SH3, substituyendo uno por uno aquellos
residuos en los que éste difiere de cYes-SH3 y Fyn-SH3 por los respectivos de
estos dominios y analizando los parametros termodinamicos de la union de
estos mutantes al ligando VSL12. (figura 2.3 Panel B). Este estudio demostré
que las mutaciones en los residuos cercanos a la zona de unién no provocan
cambios significativos en los parametros termodinamicos de unién. Por el
contrario, los mayores efectos estdn sorprendentemente asociados a las
mutaciones en el lazo distal, (H122R, R128E y R128K), Illamado
tradicionalmente asi precisamente por ser el mas distante del sitio de union
del dominio. Como se observa en el alineamiento de la Figura 2.1, la posicion
122 se encuentra muy conservada dentro de la familia de Src, al contrario que
la posicion 128, donde encontramos una mayor variabilidad, ya que esta
ocupada por una lisina en cYes (R128K) y por un glutdmico en Fyn (R128E).
Llama especialmente la atencion el comportamiento del mutante R128K, ya
que la lisina comparte numerosas propiedades fisico quimicas con la arginina,
por lo que no cabria esperar a priori un efecto de tanta magnitud en dicha

substitucidn, contrariamente a lo observado en la Figura 2.3.
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Figura 2.2. Diferencias entalpicas de la union de VSL12 a dominios SH3 de la familia Src.
Representacién en forma de barras de los parametros termodinamicos medidos por ITC a 25°C, pH
7 y tampon fosfato para la union de VSL12 a los dominios c-Src (barras rojas), y Fyn (barras azules)
y c-Yes (barras amarillas).

El cambio de entalpia que se obtiene en un experimento de ITC es una
medida directa del balance neto en el numero y/o la fuerza de las
interacciones que se forman entre el complejo y la forma libre. Dado que tanto
el sitio de union como el ligando no han sido modificados en los complejos de
VSL12 con R128K (cYes), R128E (Fyn) con respecto a R128-cSrg, la variacion
de entalpia observada no deberia de estar relacionada con cambios en las
interacciones directas establecidas en la interfaz entre el ligando y el dominio.
Tampoco es de esperar efectos asociados a la oclusién diferencial de
moléculas de agua ni a un comportamiento diferente del ligando para adoptar
la conformacién de hélice poliprolina II. Por tanto, la variacién observada en
los parametros termodinamicos debe tener fundamentalmente su origen en la

propagacion cooperativa de los cambios locales en la posicion 128.
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CAPITULO 2

En este sentido, es importante sefialar que estudios previos de
resonancia magnética nuclear en los que se han analizado las propiedades
dinamicas y el intercambio hidrégeno/deuterio del dominio SH3 de c-Src,
tanto libre como unido al ligando de poliprolina RLP2(RALPPLPRY), indican
que la unién del ligando provoca cambios significativos en la dinamica del
esqueleto peptidico, en las longitudes de los puentes de hidrégeno y en los
factores de proteccion al intercambio tanto en la vecindad del sitio de unién
como en posiciones alejadas de éste, produciéndose una propagacion efectiva
de las interacciones del ligando a través del dominio SH3 [64, 65]. Esta
cooperatividad estructural implica que cualquier cambio en las interacciones
locales puede afectar al comportamiento global de la estructura y a la
distribucién de las poblaciones conformacionales, alterando sus propiedades
al reconocer y unir ligandos [55, 56, 66]. Es, por tanto, nuestra hipotesis que
las mutaciones introducidas en el lazo distal provocan una variacion local de
interacciones que se propagaria a lo largo del dominio y que podria estar
desplazando sutilmente el equilibrio conformacional de cada mutante. Esto
afectaria a la variacion de entalpia de unién al producirse diferentes
fenomenos de reorganizacion, que se manifestarian en las diferencias

detectadas en los parametros termodindmicos de la uniéon a VSL12.

Los experimentos de ITC proporcionan una caracterizacion
macroscopica de la interaccién, es decir, obtenemos la contribucién total de
todos los microestados y de los fendmenos que ocurren durante la union [67-
70]. Por tanto, mediante esta técnica no es posible elucidar con detalle el
mecanismo mediante el cual el cambio de residuo en la posicion 128 del
dominio c-Src-SH3 contribuye a la variacidon de entalpia observada. En este
contexto, se abordé la determinacion de los cambios producidos en los

factores de proteccion al intercambio desde el sitio de unidn al lazo distal y los
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cambios en las longitudes de los puentes de hidrégeno tras la unién del
ligando VSL12 mediante el estudio del intercambio hidrégeno/deuterio
seguidos mediante resonancia magnética. Desgraciadamente, debido a la
elevada afinidad mostrada por los diferentes complejos en las condiciones en
las que se observan los mayores efectos en la energética de unién y también a
la alta estabilidad del dominio, no nos ha sido posible realizar este estudio, ya
que implicaria periodos de medida demasiado largos, incluso de algunos

meses, como consecuencia de la baja velocidad de intercambio.

Por este motivo decidimos estudiar los efectos de las mutaciones
R128K (cYes) y R128E (Fyn) en el dominio SH3 de cSrc mediante simulaciones
de dinamica molecular, con la intencién de explorar el sistema a nivel atémico,
lo que nos permitira evaluar las variaciones en la dinamica conformacional y
hacer un seguimiento a nivel molecular de la dinamica de las interacciones
diferenciales en cada mutante, con el fin de racionalizar las diferencias

observadas en los parametros energéticos [71-74].

2.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de detectar la influencia de la mutacién en la posicion
128 en el dominio cSrc-SH3, se comparé el comportamiento estructural y de la
red de interacciones del dominio, tanto en su forma libre como unida a VSL12,
para los mutantes del dominio SH3-cSrc previamente estudiados por
calorimetria R128, K128R y E128R, a lo largo de la trayectoria de dinamica
molecular. Con la intencion de tener presente en todo momento la
procedencia del residuo introducido en la posicion 128 de SH3-cSrc, se le
afiadié al nombre de cada constructo el dominio de origen del residuo

introducido. De forma que la forma silvestre se denomina R128-cSrc, el
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mutante con la lisina K128-cYes y finalmente E128-Fyn. Al no disponer de las
estructuras para cada mutante, fue necesario modelar cada constructo,
siguiendo el protocolo de la _de Materiales y Métodos, usando como
plantilla la estructura resuelta por resonancia magnética nuclear del dominio
SH3 de cSrc unida a VSL12 (con cédigo PDB 1QWF) [63]. Substituyendo
solamente el residuo de la posicion 128 se generaron los modelos R128-
cSrc/VSL12, K128-cYes/VSL12 y E128-Fyn/VSL12, asi como las formas sin
ligando R128-cSrc, K128-cYes y E128-Fyn mediante la eliminacidon de la
cadena correspondiente al ligando (FIGURA 2.4). Partiendo de estos modelos y
siguiendo el protocolo de la _ de Materiales y Métodos, se generaron
30 ns de trayectoria de dinamica molecular para cada estructura a 298 K, y se
analizaron mediante la herramienta ptraj que incorpora el paquete AMBER
[75].

Figura 2.4 Los modelos creados a partir del PDB de 1QWF. Superficies moleculares del dominio
cSrc en gris, resaltando en rojo ARG en la posicion 128, en azul el GLU en la posicién 128 y la LYS
en la posicion 128. En verde y en esta resaltado el ligando VSL12.

33



CAPITULO 2

2.2.1 Analisis de la dinamica estructural

La desviacidon cuadratica media (RMSD) es la distancia promedio que
existe entre los atomos después de superponer dos estructuras, lo que nos
cuantifica como son de diferentes dos estructuras entre si. Al representar la
secuencia de valores que obtenemos al calcular el RMSD de los atomos del
esqueleto peptidico para cada instante de la trayectoria, usando como
referencia la primera estructura de la simulacién, podemos observar como
evoluciona la estructura a lo largo de la trayectoria, lo que permite detectar
cambios conformacionales, y al mismo tiempo evaluar como responden las

estructuras a las mutaciones introducidas [76, 77].

En la figura 2.5, se representan los valores de RMSD a lo largo de las
diferentes trayectorias realizadas, representando con una linea negra los
valores correspondientes al RMSD para el dominio, y con una linea verde el
RMSD para el ligando VSL12. Como se puede observar, el RMSD para los
complejos con VSL12 muestran una fluctuacion estable del RMSD por debajo
de 1 A, de forma que podemos afirmar que las estructuras no han sufrido una
desestabilizacion o grandes cambios conformacionales como consecuencia de

las mutaciones.

Por otro lado, si comparamos los valores de RMSD entre las
trayectorias con los dominios unidos a VSL12 respecto a las trayectorias con
los dominios libres, observamos cdmo en las ultimas el RMSD es ligeramente
mayor, fluctuando alrededor de los 2 A. Estas diferencias son debidas al
aumento de la libertad conformacional de los lazos RT y n-Src, como veremos

con mas detalle a continuacion gracias al analisis del RMSF.
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Figura 2.5 Representacion de la evolucion de la desviacion cuadradtica media (RMSD) a lo
largo de la simulacién de dinamica molecular del esqueleto peptidico. En todos los casos se
utilizo como referencia la primera estructura para el dominio (linea negra) y para el ligando (linea
verde). En la parte superior se representan los valores registrados para las trayectorias del modelo
E128-Fyn, en el panel central los valores para el modelo K128-cYes y finalmente en el panel inferior
para E128-cSrc. En todos los casos, tanto para los complejos como para los modelos libres.
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Finalmente, destaca el incremento y fluctuacion de RMSD para el
ligando VSL12 de la trayectoria R128-cSrc/VSL12. Aunque los valores de
RMSD no son significativamente mas altos que los registrados para el resto de
complejos (aproximadamente 0.5 A mas) y no implicarfan un cambio de
conformacidén, el aumento en las fluctuaciones estructurales respecto a la
conformacién original podria indicar que ha ocurrido algiin cambio adicional
en la region del sitio de uniéon que no ocurre en los complejos E128-Fyn y
K128-cYes,. Este cambio favoreceria que el péptido, bien tenga mayor libertad
conformacional, o bien se favorezca una conformacion ligeramente diferente
del ligando peptidico VSL12. Recordemos de nuevo que la tnica diferencia
entre las estructuras se encuentra en la posicion 128, que se encuentra a mas
de 10 A del sitio de unién, con lo cual no era de esperar diferencias que
afectaran directamente al ligando. Para analizar esta situacion hemos de

comprobar las interacciones intermoleculares.

Al calcular el RMSD en cada instante de la trayectoria usando la
estructura promedio como referencia obtenemos la fluctuaciéon cuadratica
media (RMSF), que representa la oscilacion de los atomos del esqueleto
peptidico a lo largo de la simulacion de dinamica molecular. Se deduce que su
valor nos revelara qué zonas de la estructura presentan una mayor o menor
movilidad, dato que nos puede ayudar a detectar variaciones en las
propiedades dinamicas del esqueleto peptidico del dominio entre las distintas
trayectorias [78]. La dinamica o flexibilidad de un residuo esta intimamente
ligada a las relaciones que establece con su entorno, de forma que cambios en

la flexibilidad nos pueden indicar cambios en la dinamica de las interacciones.
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Figura 2.6 Dinamica estructural de los dominios en complejo y libres. Representacion de la
fluctuacion cuadratica media (RMSF) del esqueleto peptidico para cada residuo durante las
trayectorias de R128-cSrc (linea roja), K128-cYes (linea amarilla) y E128-Fyn (linea azul) para las
formas libres (Panel A) y para los complejos con VSL12 (panel B). En la zona central se representa
esquematicamente la distribucién de estructuras secundarias del dominio c-Src-SH3 a lo largo de la
secuencia.
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En el panel A de la Figura 2.6 se muestran los valores de RMSF para las
trayectorias de los mutantes libres, mientras que en el panel B encontramos
los valores para los mutantes unidos a VSL12. Al comparar los valores de
RMSF entre los complejos y las formas libres, se observa como la flexibilidad
de los mutantes, en especial las regiones de los lazos RT y n-Src, es mayor en
las formas libres que en las formas unidas a VSL12. Este cambio en la
flexibilidad ha sido previamente descrito en experimentos de resonancia
magnética nuclear [65] y se debe a la liberacion de las restricciones
conformacionales impuestas por las interacciones establecidas entre los
residuos de los lazos y los del ligando. Esta mayor flexibilidad de la region de

los lazos seria la causante del aumento de RMSD en las trayectorias libres.

Por otro lado, si comparamos los valores de RMSF entre los
constructos libres observamos que, sorprendentemente, las diferencias mas
significativas entre modelos no las encontramos en la region del lazo distal,
sino que se concentran en parte del lazo RT. Durante las trayectorias de los
modelos libres, el RMSF de la regién del lazo RT es similar para los modelos
con un residuo basico en la posicion 128 (R128-cSrc y K128-cYes), en cambio
la flexibilidad del lazo RT de E128-Fyn, con un resto acido en la posicion 128,
se encuentra por debajo de los dos anteriores, en especial los residuos de
SER94 a la SER101 con diferencias de RMSF que oscilan entre los 0.5 A y los
1.3 A . En el resto de posiciones la diferencia en RMSF entre los modelos es de

0.10 A en promedio.

Al comparar los valores de RMSF obtenidos para las trayectorias de los
modelos con el ligando VSL12 todas las trayectorias muestran una
disminucién de la flexibilidad en la region de los lazos, tal como hemos
mencionado anteriormente, pero observamos que los valores de RMSF del

lazo RT para el complejo de K128-cYes/VSL12, no se encuentran al nivel de
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R128-cSrc y E128-Fyn. En concreto, esta diferencia de comportamiento afecta
a los residuos SER94 , THR95 y ASP96 con diferencias de RMSF que oscilan
entre 0.5y 0.6 A respecto a R128-cSrc y E128-Fyn.

En resumen, el analisis dindmico nos muestra que no existen grandes
cambios conformacionales en el esqueleto peptidico de los modelos, pero si
ligeras diferencias de comportamiento dinamico del lazo RT, tanto en las
formas unidas al ligando como en las libres. Sorprendentemente los cambios
de RMSF no afectan a la region del lazo distal que es en la que se diferencian
los modelos. Esto nos indica una transmisidn de los efectos de las mutaciones
en el lazo distal a través de la estructura del dominio, muy probablemente
inducida por las cadenas laterales. Dado que el lazo RT esta directamente
implicado en la union del ligando VSL12, sera necesario comprobar si este

cambio en la dindmica afecta a las interacciones intermoleculares.

2.2.2 Anadlisis de las interacciones; enlaces de hidrogeno y puentes

salinos

Los resultados de los experimentos de ITC realizados previamente en
nuestro grupo de investigacion, revelaron unas diferencias muy notables, de
hasta 20 kJ-moll, en las entalpias de unién de los complejos R128-
cSrc/VSL12, E128-Fyn y K128-cYes. Dado que una entalpia de union favorable
refleja un balance positivo de interacciones establecidas entre el ligando y la
proteina respecto a las que ambos establecen con el disolvente, es necesario
comparar las interacciones de los modelos con y sin ligando para detectar el
origen de las diferencias en entalpia observadas. Aunque a dia de hoy no es
posible cuantificar de forma precisa el aporte entalpico de cada interaccidn, si
que podemos buscar diferencias en numero, tipo, frecuencia de formacién

segun el resto que ocupe la posicion 128 del lazo distal.

39



CAPITULO 2

2.2.3 Examen comparativo de las interacciones intermoleculares

Como hemos indicado anteriormente, no existe ninguna diferencia en
las secuencias del ligando y del sitio de unién entre los diferentes modelos,
con lo que en un principio no esperariamos observar diferencias significativas
en las interacciones que se establecen a lo largo de la trayectoria, tanto

puentes de hidrégeno como puentes salinos.

70% 45%
GLU ASP THR ASN TYR
15 99 9 135 136

60% 33% ’
1

10% 99%

[ 34%

TYR ASP TRP
131 "7 18

Figura 2.6 Representacion esquematica de los puentes de hidrégeno intermoleculares. Los
nodos rojos representan los residuos del ligando VSL12, mientras que los verdes los residuos del
dominio. Las lineas negras continuas representan los puentes de hidrébgeno que no varian entre
modelos, las discontinuas los puentes de hidrégeno que varian en frecuencia entre modelos. Las
lineas de color representan los puentes de hidrogeno que se establecen caracteristicamente en
cada modelo, en azul para E128-Fyn y en amarillo para K128-cYes

Mediante el andlisis exhaustivo de las trayectorias de dinamica
molecular se recopilaron las frecuencias de formacion de los puentes de
hidrégeno que se establecen entre el ligando y el dominio a lo largo de las
trayectorias, considerando que se establece un puente de hidrégeno cuando el
dtomo donador y el aceptor se encuentran a una distancia inferior a 3.5 A y
formando un angulo maximo de 90°. En la Figura 2.6, representamos los

puentes de hidrogeno establecidos entre el dominio y el ligando que han
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perdurado durante mas del 5% del tiempo de simulacidn para las trayectorias
de los tres complejos R128-cSrc/VSL12, E128-Fyn/VSL12 y K128-
cYes/VSL12, donde, sorprendentemente, se pueden observar algunas
diferencias significativas. Asi, en la regién de la hélice 310 el puente de
hidrégeno entre los restos TYR136 del dominio y PRO10 del ligando se
establece con una frecuencia 3 veces inferior en la trayectoria R128-
cSrc/VSL12 respecto a los otros dos complejos. En el otro extremo del ligando
un residuo de la lamina 134 del dominio, el resto TYR131, establece un puente
de hidrogeno con el resto VAL1 de VSL12 con una frecuencia del 28%, en la
trayectoria del complejo K128-cYes/VSL12 pero no en las demas. En la region
del lazo n-Src existen varios puentes de hidrégeno establecidos con elevada
frecuencia en los complejos E128-Fyn/VSL12 y K128-cYes/VSL12 que no
aparecen en la trayectoria correspondiente al complejo R128-cSrc/VSL12. En
concreto, el puente de hidrogeno entre la cadena lateral del GLU115 del
dominio y el esqueleto péptido de la VAL1 en el ligando, que se establece con
una frecuencia de formacion del 60% y 70% en K128-cYes/VSL12 y E128-Fyn
respectivamente, y ademas, existe un segundo puente de hidrégeno,
establecido entre la cadena lateral de la ARG5S del ligando y el GLU115 del
dominio que se forma con una frecuencia 3 veces superior en E128-
Fyn/VSL12 respecto a K128-cYes y esta totalmente ausente en R128-
cSrc/VSL12. Esto indica que el lazo n-Src de E128-Fyn y/o el ligando VSL12 se
encuentran en una conformacidon que favorece la formacidon de este puente
salino, mientras que en el complejo K128-cYes/VSL12, y especialmente en el
R128-cSrc/VSL12, esta interaccion no esta tan favorecida. Finalmente, en la
region del lazo RT se observa la formacion de un puente de hidrégeno entre
las posiciones THR96 y ARG6 de VSL12, que sélo se establece en los complejos
E128-Fyn/VSL12 y K128-CYes/VSL12, aunque con una baja frecuencia de

formacion (un 10% del tiempo de simulacion).
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Figura 2.7 Frecuencias de formacion de los puentes salinos durante las trayectorias de los
mutantes E128-Fyn, K128-cYes y R128-cSrc libres y unidos a VSL12. Considerando la
frecuencia como numero de imagenes donde se observa formado el puente divido por el numero
total de imagenes de la dinamica y multiplicado 100. Cada imagen de simulacién corresponde a 1ps.
Se ha considerado que el puente salino estaba formado cuando el centro de masas del oxigeno del
residuo acido estaba localizado a menos de 4 A del centro de masas del nitrégeno del residuo
basico. En el Panel A se representan los mutantes unidos a VSL12 y en el Panel B los libres. La
linea discontinua distingue los puentes salinos que se producen entre el ligando y el dominio del
resto
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En la Figura 2.7 hemos representado la frecuencia de formacién de los
puentes salinos que se forman durante las simulaciones de los complejos con
VSL12 (Panel A) y de los dominios libres (Panel B). Consideramos que se
establece un puente salino siempre que el centro de masas de la cadena lateral
de un resto acido se encuentra a menos de 4 A del centro de masas de la
cadena lateral de un resto basico [79]. Si nos centramos en los puentes salinos
establecidos entre el ligando y el dominio (panel A) destaca, por su constante
frecuencia de formacidn, el puente salino entre el resto ASP99 (situado en el
lazo RT) y la ARG6 del ligando VSL12 que se encuentra casi permanentemente
formado (frecuencia de formacion préxima al 100%) en los tres modelos. Este
puente salino ha sido previamente descrito en la literatura y, como se
describi6 en la Introduccidn, la posicién de la arginina con respecto al motivo
canodnico de unidon determina la orientacidn tipo I o II de los péptidos ricos en
prolina. Por otro lado, se observa en los complejos E128-Fyn/VSL12 y K128-
cYes/VSL12 la formaciéon de un segundo puente salino entre el ligando y el
dominio, en concreto entre el resto ARG5 de VSL12 y el GLU115 del dominio
(lazo n-Src). Este puente salino, ausente en R128-cSrc/VSL12, se establece con
una frecuencia 4 veces mayor en E128-Fyn/VSL12 que en K128-cYes/VSL12 y
facilitaria la formacién de los puentes de hidrégeno, descritos en la seccién

anterior, entre el dominio y el ligando.

Es decir, que aunque no existe ningin cambio en la secuencia del
ligando ni en el sitio de unién del dominio para cada modelo, si que
detectamos que K128-cYes y E128-Fyn establecen un mayor numero de
puentes de hidrogeno con el ligando que R128-cSrc. El establecimiento de
puentes de hidrégeno u otras interacciones polares, aunque supone una
ganancia entalpica, suele estar acompafiado de una penalizacién entrdpica

debido a la reduccién de la libertad conformacional del sistema [80, 81]. Este
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hecho estaria en consonancia con los parametros termodinamicos observados
para K128-cYes y E128-Fyn, que, a pesar de mostrar una mayor entalpia al
unir VSL12 que R128-cSrc, también presentan una penalizacién entropica
mayor (FIGURA 2.2). En cualquier caso, los cambios en el patréon de
interacciones intermoleculares detectados, son dificiles de cuantificar en
términos energéticos, por lo que es dificil establecer el grado en que son los

responsables del considerable cambio entalpico medido mediante ITC.

Ademas, recordemos que en la seccidn anterior hemos descrito como el
cambio de comportamiento dindmico afecta principalmente al lazo RT, aunque
las variaciones en las interacciones intermoleculares se reparten a lo largo de
todo el sitio de unidn, siendo especialmente llamativas en la region del lazo n-
Src. Estos cambios son dificilmente justificables en términos de interacciones
locales, lo que indica que las mutaciones en la posicién 128 tienen un efecto
global sobre el dominio, que puede llegar incluso a afectar a los residuos que

componen el sitio de unién del dominio SH3.

2.2.4 Andlisis comparativo de las interacciones intramoleculares

La presencia de un puente salino entre los restos ARG128 y GLU96 del
lazo RT en el dominio SH3 de alfa espectrina (SH3-spc) sugiere que esta
misma interaccién podria estar estableciéndose en el dominio SH3 de cSrec,
influyendo en la dinamica conformacional y en las interacciones
intermoleculares e intramoleculares del lazo RT, y pudiendo ser, en
consecuencia, una de las causas implicadas en el cambio de comportamiento
dinamico entre los distintos mutantes descrito en la seccion anterior. Por un
lado, podemos agrupar los modelos correspondientes a R128-cSrc y K128-
cYes, donde la posicién 128 es ocupada por una carga positiva, mientras que,

por otro lado, estaria el complejo E128-Fyn, donde se ha afiadido una carga
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negativa. A priori, la formacion del puente salino observado en el dominio SH3
de alfa espectrina seria posible en los dos primeros complejos pero no en el
tercero. Por otro lado, la presencia de una carga negativa en E128-Fyn podria
influir en otros puentes salinos del resto del dominio, alterando la flexibilidad
del esqueleto peptidico e influyendo en el equilibrio conformacional [82]. Para
evaluar estas posibilidades, es necesario analizar y comparar todos los

puentes salinos que se establecen intramolecularmente para cada complejo.

Siguiendo el mismo criterio que definimos en la seccidn anterior, en la
Figura 2.7 se representan las frecuencias de formaciéon de todos los puentes
salinos intermoleculares, tanto para los complejos (Panel A), como para los
dominios libres (Panel B). En el mutante R128-cSrc, observamos que el
puente salino equivalente al descrito para el dominio SH3 de espectrina se
establece entre las posiciones ARG128 y GLU97 durante un 20% del tiempo de
simulacién, tanto para el complejo con VSL12 como para el dominio libre.
Sorprendentemente, aiin compartiendo la misma carga, este mismo puente
salino se constituye en K128-cYes s6lo durante un 7%, tanto en el complejo

como en el dominio libre.

El resto de los puentes salinos intramoleculares estan
fundamentalmente localizados en el lazo RT, (GLU106-LYS103, ASP91-
LYS103, GLU93-ARG95). No obstante, al contrario que para E128-Fyn y K128-
cYes, en R128-cSrc la frecuencia de formacion de estos puentes salinos no
varia entre el complejo y el dominio libre. En los complejos K128-cYes/VSL12
y E128-Fyn/VSL12 la frecuencia de formacion de los puentes salinos (ASP91-
LYS103 y GLU93-ARG95) disminuye hasta valores inferiores al 10%. Por otro
lado, el puente salino GLU106-LYS103 se establece con una frecuencia entre el

5% y el 10% en K128-cYes y E128-Fyn, mientras que en R128-cSrc se
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establece un 40% y un 30%, en el complejo y en la forma libre,

respectivamente.

Al igual que sucedia con los puentes de hidrogeno, los puentes salinos
muestran cémo los modelos de K128-cYes y E128-Fyn tienen un
comportamiento similar entre si, mientras que R128-cSrc muestra una
configuracion propia. Es decir, sorprendentemente, K128-cYes y R128-cSrg,
aun teniendo ambos un residuo basico cargado positivamente en la posicién
128, difieren en cuanto a la distribucién y comportamiento de los puentes
salinos. Estas diferencias de comportamiento en el lazo RT podrian estar
originadas por la formacion del puente salino entre la ARG128 y el GLU97
(situado en el lazo RT), el puente salino equivalente al descrito para el
dominio SH3 de alfa espectrina, que solamente se estableceria con frecuencia
inferior al 5% en K128-cYes/VSL12, mientras que en R128-cSrc/VSL12 con
una frecuencia de formaciéon del 20%. Esta diferencia entre ambos restos
basicos se deberia a que la arginina, ademas de tener una mayor longitud,
tiende a establecer un mayor numero interacciones electrostaticas y con
mayor fuerza que la lisina [83], lo que explicaria por qué K128-cYes posee un

comportamiento mas préoximo a E128-Fyn que R128-cSrc.

2.2.4.1 Estudio de los puentes de hidrégeno de la posicidon 128.

En definitiva, la inica diferencia entre los modelos reside en la posicion
128, de forma que todos los cambios detectados, es decir, el cambio del
comportamiento dinamico del lazo RT y el mayor numero de puentes de
hidrégeno intermoleculares que se establecen en E128-Fyn y K128-cYes,
deben tener su origen en la naturaleza del residuo que ocupa esa posicion. En
la Figura 2.8 hemos representado la frecuencia de formacion de los puentes de

hidrogeno que forma el residuo en la posicion 128 a lo largo de las
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trayectorias, tanto para los modelos unidos a VSL12 (barras soélidas), como
para los libres (barras con trama). Siguiendo el mismo criterio usado para los
puentes de hidrogeno intermoleculares, se recopilaron las frecuencias de

formacién de los puentes de hidrégeno.
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THR126:0G1-N:128
THR129:0-OE:128
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Figura 2.8 Frecuencia de formacion para los puentes de hidrégeno que forma el residuo en la
posicion 128 en las diferentes trayectorias. En rojo las trayectorias del dominio c-Src-SH3, en
amarillo las del mutante R128K y en azul las del mutante R128E. Las barras en color sélido
representan las trayectorias de los dominios en presencia de VSL12, y las rayadas las trayectorias
en ausencia del ligando. La linea discontinua a través de los tres paneles separa las interacciones
que se producen con residuos del lazo distal de las que se producen con los del lazo RT
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En el panel superior se recopilan los puentes de hidrégeno para E128-
Fyn, donde observamos que los puentes de hidrégeno establecidos por el
glutamico se limitan a los residuos vecinos del lazo distal (SER123, THR126 y
THR129) y que aparentemente no se ven afectados por la presencia o ausencia
del ligando. En el segundo panel tenemos los puentes de hidrégeno que
establece la lisina en la posicion 128 (K128-cYes). En la trayectoria para el
dominio libre se observa una situacién muy similar a la descrita para E128-
Fyn, aunque la lisina en la posicion 128 establece algunos puentes de
hidrégeno adicionales con los restos SER94, el ASP99 y la THR96 situados en
el lazo RT. En el complejo K128-cYes/VSL12 todos estos puentes de hidrégeno
con los restos del 1azo RT dejan de establecerse y la lisina en la posiciéon 128
no establece puentes de hidréogeno con el GLU97, ni en el complejo ni en la

forma libre.

En el panel inferior de la Figura 2.8 se representan las frecuencias de
los puentes de hidrogeno establecidos por la arginina en la posicion 128
(R128-cSrc). En la forma libre observamos que, al igual que la lisina de K128-
cYes, la arginina establece puentes de hidrogeno con los restos SER94, ASP99
y la THR96 del lazo RT, pero ademas forma también interacciones con la
SER101 y el GLU97. Este ultimo puente de hidrogeno es el unico de los que
establece la arginina con el lazo RT que se mantiene en la forma unida al
ligando VSL12, aunque con menor frecuencia. Ademas, recordemos que los
restos implicados en este puente de hidrégeno son los que establecen el
puente salino que hemos descrito en la secciéon anterior y que seria el

equivalente al observado para el dominio SH3 de alfa espectrina.

En resumen, en los constructos libres los enlaces de hidrégeno entre el
lazo distal y el lazo RT, muy frecuentes en R128-cSrc, se ven

significativamente reducidos en el modelo K128-cYes y desaparecen por
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completo en E128-Fyn. Estas interacciones entre el lazo distal y el lazo RT en
los modelos con un residuo basico en la posicion 128 explicaria el mayor
RMSF en esta region observado en la Seccion 2.2.1. En cambio, en los
complejos E128-Fyn/VSL12 y K128-cYes/VSL12 no existe ningun tipo de
interaccion entre el lazo distal y el lazo RT, mientras que en R128-cSrc las
interacciones electrostaticas no se rompen del todo. Este hecho debe estar
relacionado con que en este ultimo complejo, R128-cSrc, no se forme el puente

salino entre el resto GLU115 del lazo n-Src y la ARG5 del ligando.

2.2.4.2 Mapa de los puentes de hidrégeno del dominio SH3. Conectando

la posicion 128 con el sitio de union

Con la intencién de observar el impacto global de los cambios locales
descritos anteriormente y de encontrar como estan conectados los cambios de
la posicion 128 con los observados en el sitio de union, se recogieron todos los
puentes de hidrégeno intramoleculares que se establecen durante las
trayectorias para confeccionar un mapa que nos permitiera detectar cambios
en la organizacion de la red de puentes de hidréogeno del dominio. Estos datos
revelaron la existencia de un gran nimero de puentes de hidrogeno que se
formaban en los complejos K128-cYes/VSL12 y E128-Fyn/VSL12, que
estaban ausentes en el complejo R128-cSrc/VSL12 y viceversa. También se
observo un cambio en las frecuencias de formacion de numerosos puentes de
hidroégeno, diferenciandose principalmente en el caso del complejo R128-
cSrc/VSL12. Con el objetivo de representar lo mas claramente posible estas
diferencias, se muestran solo los puentes de hidréogeno que presentan una
diferencia significativa en la frecuencia de formaciéon sobre un mapa
esquematico del dominio SH3. En la Figura 2.9 observamos como el complejo
R128-cSrc/VSL12 presenta un patréon propio de enlaces de hidrdgeno,

especialmente en la configuracion de los lazos distal y RT. Esta
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reconfiguracion del lazo RT respecto a E128-Fyn/VSL12 y K128-cYes/VSL12
esta inducida por medio de las interacciones que establecen ARG128 y GLU97,
afectando a la configuracién de casi todos los residuos que conforman el lazo
RT, la misma region en la que observamos los cambios de comportamiento
dinamico en la Seccién 2.2.1. Ademas, podemos observar como el efecto de la
reconfiguracion en los puentes de hidrégeno se extiende por todo el dominio,
llegando a afectar algunos puentes de hidrégeno de los residuos GLU115 y
ASP117 del lazo n-Src, 0 ala TYR136 de la hélice 310, todos ellos implicados en
interacciones directas con el ligando. Esta reconfiguracion de las interacciones
del lazo RT, puede resultar, ademas, en una acomodacion diferencial del
péptido VSL12, favoreciendo la formacidn del puente salino entre GLU115 y la

ARG5S en los complejos K128-cYes/VSL12 y E128-Fyn/VSL12.

En definitiva, los resultados del analisis de dindmica molecular
confirman que, en efecto, como habiamos propuesto a partir de los resultados
experimentales, las mutaciones en la posicion 128 del lazo distal (R128E y
R128K) inducen una reorganizaciéon de los puentes de hidrégeno que se
propaga a través del dominio y que llega incluso a afectar a las interacciones
que establece el dominio con el ligando. Es razonable considerar que dicha
reorganizacion contribuya de forma importante a las notables diferencias en
la energética de unién (en torno a los 20 kJ-mol! en entalpia entre los
complejos c-Src, Fyn y c-Yes). Esto indica que el reconocimiento de ligandos
por parte de los dominios SH3 esconde una complejidad mayor que la descrita
tradicionalmente, donde solamente se tenia en consideracion la naturaleza
hidrofébica de la superficie de reconocimiento, jugando un papel
determinante factores como el equilibrio conformacional del ligando [REF] y

del propio dominio SH3, asi como la reorganizacién inducida en las
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distribuciones conformacionales de ambos como consecuencia de la

interaccion.

Los fendmenos de cooperatividad y restructuracién de interacciones
responderian a la necesidad de estos dominios modulares de tener un amplio
rango de especificidad manteniendo una baja variabilidad estructural.
Ademas, como se describira en el Capitulo 4 de esta Memoria, en el contexto
de las tirosinas quinasa completas existe una alta cooperatividad, ya no solo
intradominio sino también interdominio, necesaria para su correcto
funcionamiento de la proteina. De esta forma, es razonable pensar que los
procesos de reconocimiento de sustrato, fundamentales para los mecanismos
de activacion de las quinasas con dominios modulares, no estén regulados
solamente por los residuos presentes en la superficie de interaccidn,
existiendo una influencia considerable de otras regiones del dominio. Estos
resultados ponen en evidencia, por tanto, la necesidad del estudio profundo,
no sélo de la superficie de unidn, sino del conjunto del sistema para llegar a
esclarecer el funcionamiento de estos dominios y asi conseguir disefiar
ligandos que posean una alta afinidad y especificidad y que abran las puertas
al desarrollo de farmacos efectivos para el tratamiento de las patologias en las

que estos dominios estan implicados

52



s

CAPITULO 2

'zzl £ 8z sauoisod se| sepejjesal

ueyse eundind ug "ZLISA opuebi| [8 UOD UBUOIOORIBIUI Bnb SONPISS) SO] SOWBUS]) 9PIOA UD SOpR)eSay djuswWeAoadsal 01S0-9Z Ly A uh4
-9Z13 ‘SeA-8ZLY eied ‘ofoi A |nze ‘ojjuewe us sejopupalojod seLo}oafel) se| ap eun us sojussaid uejse ojos anb ousbo.piy ap sejusnd soj
uoJejjesal 89S '%0Z Un ap Sew Uo djuslajip S8 UQIoew.Io) ap elousnaal) ns anb olad selojoafel; sal) se| us sejussald ousboipiy ap seusnd
soj eJed se epesjund eibau eauj| e "SeLIojosfel) a1jus SeAjealiubls Sel SejousIalip Se| uoJejussaldal os ajuaWel0S 'SONPISal S0S9 ap Sop
aJjus 909|qe}se os anb ousboiply op spuand un aun soj anb eauj| eped A onpisal un ejussaidal opou eped "ZLISA e sopiun §HS-0IS-0 ap
sajueINW so.} SOj 8p SeLojoskel) se| us ojujwopeul usdaiede anb ousbo.ply ap sajusnd aajus seloualsjip Se| ap uglorjuasaiday "6 einbi4

%08

%99

%CE

%L8

53



CAPITULO 2

2.3 CONCLUSIONES

Del analisis termodindmico, estructural y dinamico llevado a cabo en

este capitulo se extraen las siguientes conclusiones:

1- Mediante las simulaciones de dinamica molecular de los
modelos de R128-cSrc, K128-cYes y E128-Fyn libres y unidos
a VSL12, hemos podido observar como R128c-Src muestra
una red de interacciones propia, tanto intramoleculares como
intermoleculares, en concordancia con los resultados

termodinamicos.

2- Mediante el analisis detallado de las interacciones que se
establecen durante las diferentes trayectorias hemos podido
comprobar que las diferencias entre modelos tienen su
origen principalmente en el lazo distal, mas concretamente la
posicion 128, y se extienden a todo el dominio SH3 llegando a
afectar a los restos que componen el sitio de unién que se

encuentraa 10 A del lazo distal.

54



CAPITULO 2

95



CAPITULO 3

3 ZAHORI: UN ALGORITMO PARA EL ANALISIS

AUTOMATIZADO DE HIDRATACION INTERFACIALES
MEDIANTE DINAMICA MOLECULAR



CAPITULO 3

57



CAPITULO 3

3.1 INTRODUCCION

El agua y sus propiedades unicas juegan un papel importante en todos
los procesos bioldgicos, no s6lo como medio donde se producen procesos
esenciales para la vida sino también como elemento activo en todas las
reacciones bioquimicas, siendo fundamental, por ejemplo, para el plegamiento
de las proteinas, las reacciones enzimaticas y la formacion de complejos
macromoleculares [84-88]. En las ultimas décadas, la presencia de moléculas
de agua en las interfaces de union biomoleculares ha planteado multiples
interrogantes, motivando numerosos estudios para conocer con mayor detalle
el papel que juegan en el proceso de reconocimiento molecular [89-91],
especialmente en las interacciones transitorias y en el reconocimiento
promiscuo, fendémenos tipicos de la transducciéon de sefiales [92].Los
abundantes datos teoricos y experimentales indican que las moléculas de agua
ocluidas en las interfaces de unién actuarian como adaptadores, rellenando
espacios en la superficie de interaccidn y optimizando las interacciones de van
de Waals y de puentes de hidrégeno, lo que contribuira favorablemente a la
entalpia de unién y permitird cierta variabilidad en los sustratos para la

misma interfaz.

Como hemos mencionado en la Introduccién de esta Tesis, debido a la
naturaleza principalmente hidrofébica de los residuos implicados en la unién
de dominios SH3 a motivos ricos en prolina, la energia libre de Gibbs de unién
deberia estar favorecida principalmente por una entropia favorable. Sin
embargo, los parametros termodinamicos medidos por calorimetria
isotérmica de titulacion indican todo lo contrario: la energia libre de Gibbs se
caracteriza por una entalpia favorable y compensada por una ligera

penalizacion entrdpica.
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Los ligandos canonicos de los dominios SH3 presentan un elevado
numero de restos prolina y, por lo tanto, se encuentran preformando la
conformacion PPII para acomodarse al sitio de unién [51] , de forma que el
origen de la penalizacidn entropica debe estar relacionado con otros procesos.
La entalpia favorable nos indica que, en el proceso de unidn, el balance neto de
interacciones de las formas libres del dominio y del ligando respecto al
complejo es positivo, de forma que ademas de la necesidad de adoptar la
hélice PPII la unién de motivos ricos en prolina debe implicar la formacion de
nuevas interacciones. Este hecho deja entrever la existencia de un segundo
mecanismo en el proceso de reconocimiento de ligandos poliprolina por
dominios SH3 que seria el responsable del marcado caracter entalpico de la

union y de la penalizacion entropica.

Inicialmente, con la intencion de esclarecer la atipica huella
termodinamica, los estudios se enfocaron en la dinAmica conformacional del
dominio, pero en el seno de nuestro grupo de investigacidon se propuso que,
ademas de cambios en la dinamica conformacional, la desolvatacion parcial y
la mediacion de interacciones por moléculas de agua ocluidas en el sitio de
unién podrian contribuir a la huella termodinamica. Asi, desde un punto de
vista termodindmico, la desolvatacion incompleta de la superficie de
interaccion ligando-proteina implica una penalizacién entropica que
compensa parcialmente los efectos entalpicos favorables, de modo que la
influencia de estas moléculas de agua en la energia de Gibbs deberia ser

modesta [93].

Por consiguiente, el segundo nivel en el mecanismo de unioén de los
dominios SH3 consiste en una red de puentes de hidrégeno intermoleculares
mediados por moléculas de agua, implicadas en la modulacion del

reconocimiento de ligandos peptidicos [94].
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3.1.1 Papel energético de las moléculas de agua en el sitio de unién del

dominio SH3-cAbl

En este contexto, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio se
describi6 por primera vez la presencia de moléculas de agua enterradas en la
interfaz de unién del dominio SH3 de cAbl unido al péptido de disefio p41
(APSYSPPPPP). Mediante el analisis de la estructura cristalografica del
dominio SH3 de cAbl unido a p41 (1BBZ), se localizaron 5 moléculas de agua
en la interfaz de unioén con unos factores § equivalentes a los de los atomos del
dominio. Estas moléculas estaban repartidas entre varias cavidades
localizadas en las regiones de la hélice 310 y del lazo n-Src, con una exposicién
al solvente menor de 10 A2 y mediando interacciones entre el ligando y el
dominio Figura 3.1. La geometria y composicion de estos sitios de hidrataciéon
es ideal para acomodar moléculas de agua, aislandolas parcialmente del
solvente y favoreciendo que las moléculas de agua se encuentren

estableciendo puentes de hidrégeno con residuos del dominio y del ligando.

Las posiciones caracterizadas en este estudio se denominaron como
sitios de hidratacion W4 y W5 para los situados en la region de la hélice 310 y
W1, W2 y W3 para las situadas en el lazo n-Src. La molécula de agua del sitio
W4 esta mediando puentes de hidrogeno con los atomos de los esqueletos
peptidicos de los restos SER113 y ASN114 de la hélice 310 y del residuo
GLU98 del 1azo n-Src. Por otro lado, 1a molécula de agua que se encuentra en la
posicion W5, esta mediando un puente de hidrégeno entre la cadena lateral
del residuo ASN114 y el oxigeno carbonilo de la prolina en posicion P; del
ligando. Figura 3.1. Los sitios de hidratacion del lazo n-Src del complejo SH3-
cAbl/p41, W1, W2 y W3, son adyacentes entre si, y estan mediando puentes de
hidrogeno entre los residuos GLU98, ASN96, ASN94 y HIS95 del dominio y las

posiciones P-; a P4 del ligando. La configuracion de esta zona es mas préxima
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a la de un tunel que a la de una cavidad, de forma que las moléculas de agua
suelen pasar de un sitio a otro con frecuencia. Este fendmeno se observo en el

analisis de las simulaciones de dinamica molecular para el complejo SH3-

cAbl/p41 [94].

PRO | PRO | PRO | PRO | PRO | SER | TYR | SER | PRO | ALA

ASN114

o [/
— }
o ’ ,
[} \?.’U/
=
T} ” [«, -
a5

Lazo nSrc

Figura 3.1 Representacion del dominio de SH3-cAbl formando complejo con el ligando p41
(pdb con codigo: 1BBZ). En rojo se representan las estructuras secundarias del dominio SH3-cAbl.
Los restos del implicados en la formacién de puentes de hidrogeno con moléculas de agua se han
representado en color fucsia y en estructura de varillas. El péptido p41 se muestra en color naranja.
Las moléculas de agua enterradas en la interfase de unién se indican con numero del 1 al 5 como
esferas de color verde. En la parte superior se representa la secuencia del ligando p41 e incluye el
indice de posicién que ocupan. La numeracién de los restos del dominio SH3 es la correspondiente
a la isoforma A de la proteina cAbl.

Mediante un completo analisis termodinamico, estructural vy
computacional, se confirmé que las posiciones donde se encontraban dichas

moléculas de agua estaban ocupadas por moléculas de agua con tiempos de
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residencia anormalmente altos. Por otro lado, se confirmé el papel relevante
de estas moléculas de agua interfaciales en la energética de union del ligando
de alta afinidad p41. Mediante la disrupcion de posiciones clave para el sitio
de hidratacion W5 a través de las mutaciones(N114A y N114Q se consiguid
alterar la entalpia de unidn, observandose ademas que dicho cambio estaba
correlacionado con una alteracion del comportamiento de las moléculas de
agua a lo largo de las simulaciones de dinamica molecular respecto a lo
observado de las simulaciones del complejo silvestre [94]. Estas
observaciones corroboran la hipdtesis inicialmente propuesta, segun la cual
las interacciones mediadas por moléculas de agua interfaciales desempefian
un papel clave en la determinacién del patron termodinamico de union de p41
a SH3-cAbl [51]. En definitiva, podemos concluir que la unién de un ligando al
dominio SH3 de cAbl esta dirigida por un doble mecanismo en el que se
combinan las interacciones hidrofobicas canénicas en dominios SH3 con una
amplia red de enlaces hidrégeno mediados por moléculas de agua [53, 94].
Esta perspectiva abre una nueva dimension en la comprension de la afinidad y
especificidad de uniéon en estos sistemas y, obviamente, en el disefio,

optimizacidn e identificacidn de ligandos.

3.1.2 Huella termodinamica de los péptidos de diseiio para SH3-cAbl.

Anadlisis de los posibles cambios en el patron de hidratacion

De nuevo, en nuestro grupo de investigacion, se inicid el estudio
mediante calorimetria isotérmica de titulacion (ITC) de los parametros
termodinamicos de la unién de los diferentes péptidos derivados del proceso
de disefio de p41 [53]. El péptido p41 fue disefiado a partir del péptido natural
3BP1 (APTMPPPLPP), sustituyendo posiciones de forma secuencial, de tal
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forma que se ensayaron varios péptidos en el proceso hasta lograr el de mayor

afinidad y especificidad: el péptido denominado p41 (APSYSPPPPP) [47].

Entre todos los péptidos ensayados, llamaron especialmente la
atencion los parametros termodinamicos de los péptidos denominados p0, p7
y pl7 respecto a los obtenidos para los péptidos p40 y p41. Como podemos
observar en la Tabla 3.1, los péptidos p0, p7 y p17 sdlo difieren entre si en dos
posiciones, P.1 y la P2. Dichas posiciones se encuentran muy expuestas al
solvente, de forma que no establecen interacciones directas con el dominio
SH3-cAbl, Figura 3.4. Pero los datos termodindmicos obtenidos mediante el
analisis de ITC revelaron un panorama totalmente distinto a lo esperado,
encontrandonos ante una situacion donde los resultados de estos péptidos son
dificiles de justificar si consideramos el sitio de reconocimiento del dominio

SH3 como una simple superficie hidrofébica.

Tabla 3.1 Comparacion de las secuencias de los péptidos p41, p40, p17, p7 y pO referenciado la
posicion que ocupan en la interfaz de union.

Péptido Ps P4 P P.; P_* Po Py P,* P3 Py

P41 ALA PRO SER TYR SER PRO PRO PRO PRO PRO
P40 ALA PRO THR TYR SER PRO PRO PRO PRO PRO
P17 ALA PRO THR TYR SER PRO PRO LEU PRO PRO
P7 ALA PRO THR TYR PRO PRO PRO PRO PRO PRO
PO ALA PRO THR TYR PRO PRO PRO LEU PRO PRO

Si examinamos con detalle la Tabla 3.1, comprobamos que los péptidos
p0y p7se diferencian inicamente en la posicion P2, donde se ha substituido la
leucina del ligando pO por una prolina, de forma que el péptido p7 esta
compuesto por una mayoria de residuos prolina, especialmente concentrados
en la regién del péptido que se acomoda en los bolsillos hidrofébicos del
dominio SH3. Tedricamente lo que cabria esperar es una disminucion en la

penalizacion entropica, ya que las numerosas prolinas deben rigidificar el
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péptido y aumentar la tendencia del ligando a adoptar la hélice PPI],
conformacion necesaria para que el ligando interaccione con el domino SH3-
cAbl como hemos comentado previamente. Asimismo, la entalpia deberia
verse poco afectada por este cambio, ya que no se espera que la sustitucion en
esta posicion promueva la pérdida o la formacion de ninguna nueva
interaccidn. Sin embargo, en la Figura 3.2 observamos un efecto totalmente
opuesto: un incremento favorable de la entalpia de 5,4 k]-mol! y de la
penalizacion entroépica en 2,5 k]J-mol-1 respecto a los valores que presenta p0.
Este mismo efecto se reproduce entre los péptidos p17 y p40,. Ambos péptidos
también se diferencian inicamente en la posicion P2, una leucina en p17 y una
prolina en p40, y como se aprecia en la Figura 3.2, la introduccién de la prolina
resulta en un cambio de los parametros termodinamicos en el mismo sentido
que el caso anterior, pero en una magnitud mayor, aumentando la entalpia en

15,1 k]-mol-! y la penalizacion entrépica en 11,7 k]-mol-1.

Seguidamente comparemos las secuencias de p0 yp17: observamos que
ambos péptidos solamente se diferencian en la posicidn P.1, donde el péptido
pl7 tiene una serina y p0 una prolina. Como apreciamos en la Figura 3.2, la
substitucién de la prolina en la posicion P.; provoca un aumento en la entalpia
favorable de 2 kJ-mol! y de la penalizacion entrépica en 2,1 kJ-mol-l. Ahora
bien, si comparamos p7 con p40 observaremos que este mismo cambio, es
decir, la sustitucion de una prolina en posicion P.; por una serina, supone un
aumento substancialmente mayor y favorable en entalpia de 12 kJ-mol-! y una
penalizacion entrdpica, de 11,2 k]J-mol! respectivamente. Estos resultados
indican que las substituciones de las posiciones P.; y P2 parecen tener un
mayor efecto en p40. Como consecuencia, se propuso que existe una sinergia
entre la presencia de una serina en posicion P.1 y de una prolina en la posicién

P.
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Figura 3.2 Representacion de la entalpia aparente frente a la entropia obtenida de los
experimentos de calorimetria de titulacion isotérmica para cada ligando [53]. En azul se resalta
la energia libre de Gibbs, en rojo la entalpia aparente y en verde la entropia.

En la descripcién clasica del sitio de unién de los dominios SH3, la
substitucién de restos alifaticos por prolina en estas posiciones, que como
hemos mencionado se encuentran muy expuestas al solvente, deberia resultar
en una contribucién entrépica mas favorable a la union al estabilizar la
conformacion de hélice PPII del ligando libre. Una posible explicaciéon de las
discrepancias entre los parametros termodinamicos esperados y los
observados para estos péptidos podria estar relacionada con una disrupcion o
alteracion de la red de puentes de hidrogeno mediados por moléculas de agua
descritos previamente. De esta forma, se postulé que las modificaciones en las

posiciones P.;1 y P2, provocarian cambios en el comportamiento de las
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moléculas de agua de los sitios de hidratacion del complejo que se traducirian

en cambios de los parametros termodinamicos de dificil explicacion [53].

3.1.3 Patron de sitios de hidratacion en la familia de dominios SH3

Posteriormente, y también en nuestro grupo de investigacion, con el
objetivo de certificar si el doble mecanismo observado para el complejo de
SH3-cAbl/p41 era una caracteristica Unica de este sistema o, por el contrario,
era extensible a otros dominios SH3, se recopilaron y analizaron las
estructuras cristalograficas disponibles en el PDB de dominios SH3. Se
recopilaron todas las estructuras con una resolucién superior a los 2 A y se
estudiaron las posiciones de las moléculas de agua cristalograficas enterradas
en el sitio de union[57]. La coleccion de 98 estructuras resultante de este
estudio permiti6 confirmar la presencia de moléculas de agua cristalograficas
enterradas en el sitio de unién en todas las estructuras de dominios SH3
analizadas. Ademas se observd como la localizacion de algunas moléculas de
agua estaba conservada en numerosas estructuras, incluyendo algunas de las
aguas descritas para el complejo SH3-cAbl/p41. La observacion detallada de
los sitios de hidratacion de la coleccion de estructuras insinuaba una

clasificacion de éstos segun su posicion [57].
3.1.3.1 Sitios de hidratacidn en la hélice 3,,

Como se ha mencionado en la Introduccién de esta Tesis, 1a region 31,
al contrario que los lazos RT y n-Src, es una regiéon con un alto grado de
conservaciéon de secuencia dentro de la familia de dominios SH3 (PSNY),
Figura 3.3. En esta zona encontramos dos sitios de hidratacion que estan
ampliamente representados, aunque cada uno muestra sus propias

peculiaridades.
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El sitio de hidrataciéon W4 fue el mas ampliamente observado, estando
ocupado por una molécula de agua en un 77% de las estructuras de la
coleccion. Este sitio de hidratacion se encuentra formado por los atomos de los
esqueletos peptidicos de los restos SER113 y el ASN114 de la hélice 310 y de
un residuo del lazo n-Src, normalmente un glutamico o un aspartico (GLU98
para el complejo SH3-cAbl/p41), dejando una cavidad donde existen hasta 4
atomos del esqueleto peptidico del dominio con potencial para formar puentes
de hidrogeno con la molécula de agua. Las moléculas de agua que se acomodan
en este sitio de hidratacidn se caracterizan por tiempos de residencia muy
altos durante las simulaciones de dindmica molecular (>1 ns). Ademas, los
factores § para las moléculas de agua encontradas en esta posicién presentan
valores similares a los correspondientes a las zonas mas estables del dominio.
Es decir, que las moléculas de agua presentes en el sitio de hidratacion W4 se
encuentran fuertemente unidas a la estructura, lo que nos indica que esta
molécula de agua puede ser tratada como parte estructural del dominio y
deberia ser tomada en consideracion en los procesos de disefio racional de

péptidos para los dominios SH3.

La ausencia de moléculas de agua en el sitio de hidratacion W4 en el
23% de las estructuras de la coleccion generalmente se encuentra asociada a
secuencias y cambios estructurales anomalos del dominio y del ligando, por
ejemplo, cambios en la secuencia PNSY de la hélice 310 que generarian
problemas estéricos que dificultarian la acomodaciéon de moléculas de agua.
[gualmente, pueden ocurrir modificaciones de la secuencia del lazo n-Src que
variarian su conformacion, cambiando la geometria del sitio de hidratacion y

disminuyendo su capacidad para coordinar la molécula de agua [94].

Por otro lado, el sitio de hidratacion W5 se encuentra mediando un

puente de hidrogeno entre el dominio y el ligando. En concreto, las moléculas
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de agua en esta posicion se hallan coordinadas por la cadena lateral de
ASN114 y el oxigeno carbonilico del residuo en la posicion P del ligando. Este
sitio de hidratacion, que se encuentra ocupado en un 30% de las estructuras
de complejos, no se observa en los dominios libres, por lo que la presencia del
ligando es determinante para su ocupacion. La molécula de agua se encuentra
localizada entre la cadena lateral del resto de la posicion 114 de la hélice 310
del dominio y el esqueleto peptidico del resto de la posicion P; del ligando,
Figura 3.3, estableciendo puentes de hidrogeno con ambos. Estos dos residuos
generalmente se encuentran demasiado alejados para establecer interacciones
directas, por lo que la presencia de una molécula de agua en el sitio W5 es muy
dependiente de como se acomode el ligando en el sitio de unién, y, en
consecuencia, de la secuencia de dicho ligando y del residuo que exista en la

posicion 114 del dominio. [94].

3.1.3.2 Sitios de hidratacion en los lazos RT y n-Src

Como se observa en la Figura 3.3, en la region de los lazos la mayor
dispersion en la posicidn de las moléculas de agua, nos indica que los sitios de
hidratacién presentan una mayor flexibilidad, lo que esta en concordancia con
la mayor variabilidad conformacional y de secuencia de estas regiones. De esta
manera, los factores que determinan la presencia de moléculas de agua en
estos sitios estaran intimamente correlacionados con cambios estructurales
en los lazos y con la secuencia del ligando. Esta variabilidad de patrones y la
mayor flexibilidad de estas posiciones indican que, a priori, estos sitios de
hidratacién pueden jugar un papel importante en la determinacion de la

especificidad de union.
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En general las moléculas de agua detectadas en el lazo RT median
puentes de hidrégeno entre restos cargados del dominio y del ligando. Esto
explicaria la ausencia de moléculas de agua en el lazo RT del complejo SH3-
cAbl/p41. En cambio, el lazo n-Src es una de las regiones con mayor
variabilidad de secuencia y longitud, de forma que las posiciones de las
moléculas de agua en esta region se encuentran muy poco conservadas y muy

condicionadas a la presencia del ligando.

No obstante, el analisis de la coleccion de estructuras cristalograficas
permitié detectar una molécula de agua en el lazo n-Src bastante conservada,
presente en un 60% de las estructuras e independientemente de la presencia o
no de ligando. Esta molécula de agua esta situada por debajo de los sitios de
hidratacién W1, W2 y W3 y se encuentra completamente enterrada; adn
cuando no parece establecer contacto directo con el ligando, establece una
media de 4 puentes de hidrégeno con atomos del esqueleto peptidico del lazo
n-Src. Su ausencia estd muy correlacionada con la longitud del lazo n-Src,
estando presente en el 85% de las estructuras con un lazo n-Src con una
longitud comprendida entre los 5 y 8 restos, mientras que no existe en
estructuras con lazos mas largos o mas cortos, como es el caso de SH3-cAbl
Las moléculas de agua en este sitio de hidrataciéon presentan unos valores de
factor B equivalentes a los de los atomos del dominio, lo que nos indicaria que
podria tratarse de una molécula de agua estructural, al igual que W4 [57]. A
este sitio de hidrataciéon nos referiremos en esta Tesis como sitio de

hidrataciéon WA-nSrc (Figura 3.3).
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3.1.4 Estudio y seguimiento de las moléculas de agua en los sitios de

hidratacion de los dominios SH3

Gracias a toda la informaciéon recopilada por nuestro grupo de
investigacion podemos afirmar que la presencia de moléculas de agua en la
interfase de union no es una caracteristica tinica de SH3-cAbl/p41. Ademas, si
tenemos en cuenta que todos los dominios SH3 comparten la peculiar huella
termodinamica, el mecanismo de interaccion dual descrito para el complejo

SH3-cAbl/p41 no debe ser una excepcion.

Por otro lado, el andlisis de la coleccion de estructuras nos permite
esbozar una primera clasificacion de los sitios de hidratacidn, agrupandolos en
tres tipos: i) sitios de hidratacion estructurales, altamente conservados, con
moléculas de agua firmemente unidas a la estructura del dominio y que no
parecen interaccionar directamente con el ligando, como por ejemplo W4 y
WA-nSrc; ii) un segundo tipo de sitios de hidratacidn, algo menos conservados
y formados por residuos del dominio y el ligando, donde se alojan moléculas
de agua que median puentes de hidrégeno entre ambos, siendo necesaria la
presencia del ligando para fijar las moléculas de agua, que podriamos
denominar sitios de hidrataciéon optimizadores (un claro ejemplo de este
tipo de sitios es el sitio de hidratacion W5); iii)todos aquellos que presentan
una baja conservacién y generalmente moléculas de agua mucho mas
expuestas al solvente, agrupados principalmente en la region de especificidad
de los dominios SH3, que denominaremos sitios de hidratacion de

especificidad, como por ejemplo W1, W2 y W3

La existencia de diferentes tipos de sitios de hidratacién, sumado a la
presencia de numerosos patrones de hidratacion entre los distintos dominios,
sugiere que no todas las moléculas de agua interfaciales juegan el mismo papel

ni contribuyen por igual al mecanismo de unién. Es imprescindible conocer
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estos detalles si queremos disefar ligandos de alta afinidad y especificidad. En
este sentido, existen dos estrategias principales para aprovechar las moléculas
de agua enterradas en la interfaz de union para aumentar la afinidad del
ligando: o bien modificar el ligando para que expulse la molécula de agua, o
bien intentar establecer nuevas interacciones del ligando con la molécula de
agua. Sin embargo, para poder aprovechar correctamente la red de las
moléculas de agua, no basta con conocer la posicion en la que se encontr6 una
molécula de agua enterrada. Asi, por ejemplo, expulsar moléculas de agua
firmemente unidas al dominio podria dar lugar a una gran penalizacién
entalpica al romperse interacciones muy favorables, igualando o superando a
la ganancia entrodpica de la liberacion de la molécula al solvente, lo que podria

suponer una pérdida de la afinidad.

Tanto el coste entropico como la ganancia entalpica de enterrar una
molécula de agua son parametros muy variables y de dificil prediccion, que
dependen de diferentes factores como el grado de inmovilizacion de la
molécula de agua en el sitio de hidrataciéon o el numero y la fuerza de las
interacciones que establece. De esta forma, poseer el maximo posible de
informacion sobre las propiedades de las moléculas de agua alojadas en los
sitios de hidratacién es importante, ya que nos da pistas de qué estrategia

seguir para aumentar la afinidad de un ligando.

Los sitios de hidratacion descritos en las Secciones anteriores fueron
detectados mediante el analisis de las estructuras cristalograficas. La
conformacion de los sitios de hidratacion permite que las moléculas de agua
queden inmovilizadas en un minimo energético, de forma que pueden ser
detectadas en los mapas de densidad electrénica al resolver la estructura por
cristalografia de rayos X. Aunque el analisis de las estructuras cristalograficas

aporta una valiosa informacidn para entender los factores que determinan la
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presencia de estos sitios de hidratacion, es una informacién incompleta. Por
un lado es dificil inferir a partir de la informacion cristalografica las
propiedades dinamicas de las moléculas de agua, algo esencial para poder
racionalizar su participacion en el mecanismo de especificidad y afinidad [95].
Ademas, las diferentes resoluciones a las que estan resueltas las estructuras
cristalograficas y la disparidad de criterios a la hora de anotar las moléculas de
agua [96, 97], dificultan la identificacion de los factores que determinan la
ocupacién de estos sitios de hidratacién, de forma que es necesario
complementar la informacién cristalografica con datos de diferentes técnicas
para entender el papel de estos sitios de hidratacion, entre las que destacan la
dispersion de neutrones [98, 99] y la espectroscopia de infrarrojo [100, 101],
entre otras [102-104]. Recientemente las simulaciones de dindmica molecular
han demostrado un enorme potencial en este campo, ya que proporcionan
informacion inaccesible desde otras perspectivas [105, 106], demostrando en
numerosos casos su valia en el estudio del papel de las moléculas de agua en la

funcion de las macromoléculas [86, 107, 108].

Con el objetivo de ampliar nuestro conocimiento de los factores que
determinan la existencia de estos sitios de hidratacion dentro de la familia de
dominios SH3 y el papel que tienen en el mecanismo de especificidad, es
necesario desarrollar un protocolo para detectar los sitios de hidratacion mas
alla de la informacion cristalografica disponible, y conocer las propiedades
dinamicas de las moléculas de agua que se alojan en los sitios de hidratacidn.
En el marco de esta Tesis, hemos abordado esto ultimo. Nos hemos, centrado
en primer lugar en el desarrollo y validacion de un algoritmo que permita
conocer y registrar las propiedades de los sitios de hidratacion detectados por
cristalografia. Y una vez este puesto apunto, utilizar esta herramienta para

abordar un estudio comparativo, incluyendo los casos anteriormente
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expuestos en la Seccion 3.1. La comparacién del comportamiento de las
moléculas de agua entre los diferentes péptidos de disefio con el objetivo de
confirmar si existe un cambio en los sitios de hidratacion que sea el
responsable de los cambios en el patrén termodinamico. En segundo el
algoritmo nos permitira comparar la configuracion de sitios de hidratacion
entre dos representantes de diferentes subfamilias de dominios SH3 para
determinar si podiamos establecer patrones generales de estos sitios de
hidratacién. De este modo, abrimos el campo al desarrollo futuro de un
método automatico de analisis de estructuras para la deteccidn de potenciales
sitios de hidratacion. Permitiendo su clasificacion y descripcion para un
potencial uso en el diseio de ligandos peptidicos aprovechando

completamente este doble mecanismo de union.

3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque las simulaciones de dinamica molecular son una técnica muy
valiosa para estudiar el comportamiento de las moléculas de agua, la mayoria
de las herramientas disponibles para el analisis de trayectorias no estan
orientadas a obtener tiempos de residencia para moléculas de agua
individuales de sitios concretos de la proteina. El analisis que se realizé para
describir el comportamiento de las moléculas de agua del complejo SH3-
cAbl/p41 fue parcialmente llevado a cabo mediante el analisis visual de cada
paso de la trayectoria. Pero, debido a lo tediosa que puede ser esta tarea (en
una simulacién estandar de 10 ns de un dominio SH3 existen alrededor de
6000 moléculas de agua y de unos 5000 pasos de trayectoria) se propuso el
desarrollo de un algoritmo para seguir y anotar de forma automatica el
comportamiento de las moléculas de agua en los sitios de hidratacion,

necesitando un minimo de capacidad computacional. De esta forma, nuestros
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algoritmo tendra el potencial de analizar y comparar entre si un gran nimero
de simulaciones entre miembros de la familia SH3. En esta Tesis describimos,
a modo de ejemplo, el estudio del patrén de moléculas de agua en los
diferentes complejos del dominio SH3 de cAbl con los péptidos de disefio, asi
como la comparacién de los patrones de hidratacion entre las dominios de

cSrcy cAbl.

3.2.1 ZAHORI: un algoritmo para el seguimiento de moléculas de agua en

trayectorias de dinamica molecular

El programa de seguimiento de aguas, ZAHORI, se desarroll6 en el
lenguaje de programacion python. Este lenguaje de programacion se
encuentra ampliamente usado en biologia estructural [109], habiendo
demostrado su potencia y versatilidad para desarrollar de forma rapida y
eficiente herramientas cientificas [110-115]. Con el objetivo de validar los
resultados del programa, se usaron como referencia los valores obtenidos de

las dinamicas del complejo SH3-cAbl/p41 [94].

3.2.1.1 Descripcién del funcionamiento de ZAHORI

ZAHORI estd dividido en dos bloques: en el primero el programa
adquiere toda la informacidn relevante de la trayectoria para el analisis de los
distintos sitios de hidratacion bajo estudio y la almacena en una base de datos
implementada mediante SQLite 3.1. Esto permite el acceso a la informacién de
una forma rapida y ordenada en el segundo bloque, en el que se obtienen los

resultados para cada sitio de hidratacion.

Con la intencion de poder utilizar el programa independientemente del
software que se use para la generacién de las simulaciones, en el primer

bloque se convierte la trayectoria a un formato estandar. El formato
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seleccionado por ser el mas versatil es el fichero de coordenadas PDB. Para
cada uno de estos ficheros, correspondiente a un paso de la trayectoria, se
genera una lista con todas las moléculas de agua que estan formando un
puente de hidrégeno con alguno de los atomos que definen los sitios de
hidratacién. Para ello, ZAHORI hace uso del programa externo HBplus [116],
que analiza el fichero PDB e identifica los puentes de hidrogeno que se estan
formando, utilizando como umbral una distancia maxima entre el donador y el
aceptor de 3,5 A y un 4ngulo maximo de 902 entre el hidrégeno de los grupos

donador y aceptor.

En el segundo bloque, el programa analiza la evolucidn cada sitio de
hidratacién a lo largo de la trayectoria, anotando los intervalos de tiempo en
los que las moléculas de agua se encuentran ocupando el sitio, de acuerdo con
los criterios que se describen en la siguiente Seccién. Una vez el bloque ha
determinado todos los intervalos para un sitio de hidrataciéon, podemos
obtener como resultado el tiempo maximo de ocupancia, el tiempo medio de
ocupancia, la frecuencia de ocupancia y el total de moléculas de agua que
ocupan cada sitio de hidratacion durante la simulacién. Aunque estos
parametros estan mas o menos relacionados entre si, describen diferentes
caracteristicas del sitio de hidratacion. Asi, el tiempo maximo de ocupancia
corresponde al mayor intervalo en el que una molécula de agua ha
permanecido en el sitio de hidratacidon; algunos autores relacionan la
magnitud de este tiempo con la barrera energética que debe superar una
molécula de agua para abandonar el sitio de hidratacién. A modo de ejemplo,
podemos considerar el comportamiento de las moléculas de agua que se
pueden encontrar enterradas en la estructura de las proteinas: éstas
presentan tiempos maximos de ocupacion en la escala de los nanosegundos, ya

que se encuentran muy aisladas del solvente y deben existir grandes cambios
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conformacionales para que puedan ser liberadas. Paralelamente, una vez que
la molécula de agua abandona esta posicion aislada puede resultar muy dificil
que otra molécula de agua vuelva a ocupar el sitio de hidratacién, presentando
por tanto frecuencias de ocupacién inferiores a un 20%. La frecuencia de
ocupacion dependeria de la barrera energética para transferir una molécula

del solvente al sitio de hidratacion [107].

Para el calculo de todos estos parametros se descartaron todas aquellas
moléculas de agua con intervalos de residencia inferiores a los 6 ps. La
eliminacion de estas moléculas de agua (que podemos definir como ultra
rapidas) responde a que, en ausencia de otro cosolvente, el agua simplemente
tiende a rellenar el espacio disponible, de forma que al no tomar en
consideracidn estos cortos intervalos nos aseguramos que la frecuencia de
ocupancia refleja la frecuencia con la que el sitio esta ocupado por moléculas
de agua no oportunistas, es decir, unidas mediante interacciones especificas

[107].
3.2.1.2 Definicion de ocupancia y validacion del algoritmo

Un primer paso critico en el analisis de la hidratacion a lo largo de una
trayectoria de dinamica molecular es la definicién del término ocupancia.
Como ya hemos comentado, se decidi6 mantener el programa dentro de la
maxima simplicidad posible, de forma que en un principio consideramos
simplemente que una molécula de agua esta ocupando un sitio de hidratacién
si ésta se encuentra formando al menos una de las interacciones
cristalograficas, permitiendo que este criterio fuera infringido por periodos
iguales o inferiores a 2 ps. Este criterio resultd ser insuficiente para la
determinacion automatica e inequivoca de las moléculas de agua durante las

trayectorias, ya que cada sitio de hidratacion estd formado por varios
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donadores y aceptores de hidrogeno para los que es posible encontrar varias
moléculas de agua que estén en disposicion de establecer al menos una de las
varias interacciones cristalograficas. Una posible forma para mejorar el
cribado, seria escoger la molécula de agua con mayor nimero de interacciones
pero, evidentemente, este criterio se enfrentaria a numerosos casos en los que
existen varias moléculas de agua con el mismo numero de interacciones. Otro
criterio posible seria usar estrictamente la posicion geométrica, es decir,
establecer que una molécula se encuentra ocupando el sitio de union si esta en

la misma posicion que la molécula de agua cristalografica.

La determinacion de la posicion geométrica de la molécula de agua
demostré ser clave para discriminar si ésta se encuentra o no en el sitio de
hidratacién. Para conocer si la molécula de agua se encontraba en la misma
posicion que la cristalografica, se decidi6 usar como referencia la distancia al
centro de masas de los atomos que forman el sitio de hidratacién. Se
determindé que los atomos que forman el sitio de hidratacion son todos
aquellos &tomos donadores o aceptores de hidrégeno ;expuestos; al solvente
que estén a una distancia menor de 4 A de la molécula de agua cristalografica.
De esta forma, consideraremos que una molécula de agua se encuentra en un
sitio de hidratacion siempre que se encuentre por debajo de una distancia

limite del centro de masas del sitio de hidratacion.

El uso exclusivo del criterio geométrico, aunque mejor6 mucho la
deteccidon inequivoca de las moléculas de agua, no evitd seguir sufriendo
problemas de deteccion de falsos positivos y falsos negativos. La flexibilidad y
disposicion espacial de los atomos seleccionados para algunos sitios de
hidratacién hacen que el centro de masas quede, en ocasiones puntuales, muy
enterrado en la proteina, alejandose mucho de la molécula de agua que ocupa

el sitio de hidratacion, lo que nos llevo a incrementar la distancia limite por
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encima de los 4 A para evitar que el sitio de hidratacién se considerara
desocupado. No obstante, dicho incremento provocaba la perdida de
resolucion, detectando numerosos falsos positivos, es decir, permitia la
seleccion de moléculas que no se encontraban realmente en el sitio de
hidratacion. A la vista de estos resultados, se decidi6é usar la combinacién de
la informacion geométrica con la de los puentes de hidrogeno cristalograficos,
determinando que la molécula de agua mejor situada geométricamente y con
un mayor numero de interacciones era la que se consideraba que estaba
ocupando el sitio de hidratacion, lo que permiti6 rebajar el limite de distancia
hasta 3,5 A y detectar de forma correcta las moléculas de agua de cada sitio de

hidratacion.

Tabla 3.2 Comparativa de los resultados obtenidos del analisis semi-manual con los obtenidos por
la primera versién de ZAHOR/ para las dinamicas del complejo SH3-cAbl/p41. El tiempo maximo de
residencia (Tmax), el Tiempo medio de residencia (Tmedio), numero de moléculas de agua durante
la trayectoria y la frecuencia de tiempo de la trayectoria que el sitio de hidratacion se encuentra
ocupado por una molécula de agua.

Sitio de hidratacion Tmax Tmedio Ne de Frecuencia de
(ps) (ps) moléculas de Ocupancia
agua
W1 Manual 340 92 89,4
W1 ZAHORI 228 26,29 96 60,74
W2 Manual 1584 59 97,2
W2 ZAHORI 626 84,23 62 91,81
w3 Manual 82 25 7,2
W3 ZAHORI 744 118,3 53 94,64
W4 Manual 2712 12 97,6
W4 ZAHORI 2682 344,14 12 96,36
W5 Manual 1214 46 79,8
W5 ZAHORI 1310 81,00 95 86,68

Al comprobar los datos generados por esta primera version del
algoritmo con los resultados obtenidos de forma no automatica en el trabajo

con SH3-cAbl (Tabla 3.2) observamos que los resultados son similares en
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ambos casos. No obstante, éste no fue el caso para el resto de sitios de

hidratacion.

Tabla 3.4 Comparativa de los resultados obtenidos del andlisis semi-manual con los obtenidos por
la segunda versién de ZAHORI para las dinémicas del complejo SH3-cAbl/p41. El tiempo méximo
de residencia (Tmax), el Tiempo medio de residencia (Tmedio), numero de moléculas de agua
durante la trayectoria y la frecuencia de tiempo de la trayectoria que el sitio de hidratacién se
encuentra ocupado por una molécula de agua.

Sitio de hidratacion Tmax Tmedio Ne de Frecuencia de
(ps) (ps) moléculas de Ocupancia
agua

W1 Manual 340 92 89,4
W1 Zahori 228 26,29 96 60,74
w2 Manual 1584 59 97,2
W2 Zahori 626 84,23 62 91,81
W3 Manual 82 25 7,2

W3 Zahori 744 118,3 53 94,64
W4 Manual 2712 12 97,6
W4 Zahori 2682 344,14 12 96,36
W5 Manual 1214 46 79,8
W5 Zahori 1302 108,03 44 70,22

El analisis de la trayectoria para el sitio de hidratacion W5 permitid
detectar que la sobre-estimacion en la frecuencia de ocupancia se debia a que,
en ciertos momentos, el oxigeno carboxilo de la prolina en la posicion P.1 y el
nitrégeno delta de la cadena lateral de ASN114 se encontraban formando un
puente de hidrogeno entre ellos, de forma que no era posible que una
molécula de agua estuviera mediando un puente de hidrogeno entre el ligando
y el dominio. No obstante, ain en estos casos, el programa si detectaba
moléculas de agua en este sitio de hidratacidn. Para solventar este problema
se actualizo el algoritmo afiadiendo un paso de control adicional. Asi, antes de
comprobar si existen moléculas de agua en los sitios de hidratacion formados
por solamente un donador y un aceptor, se comprueba si éstos se encuentran

formado un puente de hidrégeno, y en caso afirmativo se considera el sitio de
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hidratacién como no disponible y, por lo tanto, no ocupado por ninguna

molécula de agua.

Como se observa en la tabla, 3.4 estas precauciones mejoraron la
prediccion para la posicibn W5, acercando los resultados del algoritmo
automatico a los datos obtenidos del analisis convencional. Sin embargo, ain
no teniamos unos buenos resultados para las moléculas de agua del lazo n-Src,
W1, W2 y W3. Como podemos ver en la Figura 3.1, estos sitios de hidratacion
se encuentran muy contiguos, asemejandose mas a un canal con numerosos
grupos polares disponibles para establecer puentes de hidrégeno, estando los
sitios de hidratacién menos definidos que los de la hélice 31¢. Esto, sumado a la
flexibilidad de la region del lazo n-Src, facilita que las moléculas de agua fluyan
a través de los sitios de hidratacion, existiendo incluso momentos en los que la
region es ocupada por mas de 3 moléculas de agua. En estos casos,
frecuentemente, una o varias moléculas de agua pueden cumplir los criterios
de seleccion para mas de un sitio de hidratacidn, al estar ocupando posiciones
intermedias entre dos de estos sitios durante periodos de tiempo
relativamente largos. Por tanto, una misma molécula de agua podria ser
seleccionada para dos sitios de hidratacion distintos. Con el objetivo de evitar
esta redundancia se modifico el algoritmo afiadiendo un nuevo criterio, de
manera que ho se permite que una molécula de agua pueda ser seleccionada
dos veces para distintos sitios de hidratacion. Asi, una vez una molécula de
agua ha sido identificada como ocupante de un sitio de hidratacién para un
intervalo de tiempo, no esta disponible para ser asignada a otro sitio de

hidratacién durante el mismo periodo de tiempo.

Por otro lado en la Tabla 3.5, se observa que esta modificacion del
algoritmo provoca una enorme disminucion de los valores de ocupancia en las

posiciones del lazo n-Src respecto a los de la version anterior del programa,
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pero al mismo tiempo siguen siendo diferentes a los datos de ocupancia
recopilados manualmente. Esta divergencia se debe al comportamiento y
disposicion singular de los sitios de hidratacion del lazo n-Src, ya que, como
vemos, esta modificacién no ha afectado a los datos de los sitios de la hélice
310. De forma que aunque los resultados para los sitios de hidratacion W1, W2
y W3 no sean 6ptimos, se trata de una situacion extremadamente compleja; en
cualquier caso, nuestro objetivo inicial que era la caracterizacion de sitios de
hidratacién bien definidos y estables esta conseguido. Por lo tanto, estamos en
situacion de aplicar este algoritmo a algunos sistemas de interés, como
validacion y como paso previo a su incorporacion a algoritmos mas complejos

de identificacidon de sitios de hidratacion, que se abordara en un futuro.

Tabla 3.5 Comparativa de los resultados obtenidos por el analisis semi-manual con los obtenidos
por la tltima versién de ZAHORI para las dinamicas del complejo SH3-cAbl/p41. El tiempo méximo
de residencia (Tmax), el Tiempo medio de residencia (Tmedio), numero de moléculas de agua
durante la trayectoria y la frecuencia de tiempo de la trayectoria que el sitio de hidratacion se
encuentra ocupado por una molécula de agua

Sitio de hidratacion Tmax Tmedio Ne de Frecuencia de
(ps) (ps) moléculas de Ocupancia
agua
W1Manual 340 92 89,4
W1 Zahori 158 20,96 104 55,34
W2 Manual 1584 59 97,2
W2 Zahori 106 18,82 46 26,92
w3 Manual 82 25 7,2
W3 Zahori 182 30,48 69 55,18
W4 Manual 2712 12 97,6
W4 Zahori 2682 344,14 12 96,36
W5 Manual 1214 46 79,8
W5 Zahori 1302 108,03 44 70,22
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3.2.2 Anadlisis de las diferencias en entalpia entre los ligandos de diseio

del dominio SH3 de cAbl

Como hemos mencionado en la Seccién 3.1.2, el péptido de mayor
afinidad para SH3-cAbl, denominado p41, fue disefiado usando como plantilla
el péptido natural 3BP1. En el proceso de disefio se substituyeron diferentes
posiciones de forma secuencial con la intencién de ir mejorando la afinidad,
generando numerosos péptidos hasta lograr los de mayor afinidad p41 y p40.
Estos, aun estando compuestos por un numero anormalmente bajo de grupos

polares, mostraron una elevada y favorable entalpia de union.

Recordemos también que el andlisis detallado de los parametros
termodinamicos de cada péptido producido en el proceso de disefio [53],
revelo un comportamiento interesante al comparar los parametros
termodinamicos de los péptidos p0, p7, p17 y p40 y que no correspondia a las
propiedades individuales de los restos en los que se diferenciaban y que
parecian tener un efecto cooperativo [53]. Estos péptidos, como podemos
observar con detalle en la Tabla 3.6, difieren solamente en dos posiciones, P.1 y
P». Estas posiciones se encuentran muy expuestas al solvente (Figura 3.4), con
lo cual, a priori, no cabria esperar que los cambios entalpicos entre los
péptidos estén correlacionados con el establecimiento de nuevas interacciones
con el dominio. Como sabemos gracias a los trabajos realizados en nuestro
grupo de investigacion, la peculiar huella termodinamica de los dominios SH3,
puede ser parcialmente causada por la existencia de un doble mecanismo de
unidén, de forma que, ademas de las interacciones hidrofobicas, existiria una
red de puentes de hidrogeno mediados por moléculas de agua ocluidas en la
interfaz de uniéon que provocaria el cambio en el balance de los parametros
termodinamicos de la unién, de modo que ésta esta dirigida entalpicamente y

ligeramente penalizada entrdpicamente. Esto condujo a postular que las
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diferencias observadas en los parametros termodinamicos entre los péptidos
p0, p7 , p17 y p40 podrian tener su origen en una alteracion en este segundo
nivel del mecanismo de interaccidn, ya que los cambios de entalpia no pueden
ser explicados por si solos si tenemos en cuenta solamente las propiedades
individuales de los residuos substituidos. De esta forma, los cambios en las
posiciones P.1 y Pz estarian alterando la red de puentes de hidrégeno que

componen el mecanismo secundario de unién de los dominios SH3.

Tabla 3.6 Parametros termodinamicos obtenidos mediante ITC para los diferentes ligandos
derivados de p41 en su unién al dominio SH3-cAbl. Se resaltan en Naranja las posiciones en los que
los péptidos difieren en secuencia.

Péptido Secuencia AGapp (k] mol-1) AHapp (K] mol-1) -TASapp (K] mol-1)
P41 APSY PP PP -32,2 -91,7 59,5
P40 APTYSPPPPP -32,2 -88,2 56
P17 APTY PP PP -28,8 -73,1 44,3
P7 APTYPPPPPP -31,8 -76,5 44,7
PO APTY PP PP -28,8 -71,1 42,2

Con el objetivo de determinar el origen de estas diferencias entalpicas
entre los dominios, se inici6 un estudio computacional en el que se analizaron,
tanto la red de interacciones intermoleculares, como la red de sitios de
hidratacién detectados para SH3-cAbl/p41. Recordemos que la fuente de estos
cambios debe residir en la interfaz de union y en el ligando, ya que el dominio

es el mismo para todos los complejos.

Como observamos en la Tabla 3.6, el péptido p41 se diferencia de p40
en la posicion P.3, pero la diferencia en los parametros termodinamicos entre
p40 y p41 no es muy grande (AAH = 3,5 kjmol-1 y -TAAS = -3,5 ). Debido que
hasta la fecha no disponemos informacidn cristalografica del complejo SH3-

cAbl/p40, usaremos el complejo SH3-cAbl/p41 para detectar el origen de las
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peculiares y atipicas diferencias entalpicas originadas en las posiciones, P.1y

Pa.

Lazo RT
2ISU 0z

Lazo Distal

Figura 3.4. Superposicion de las estructuras cristalograficas de los complejos SH3-cAbl/p41
(Rojo), SH3-cAbl/p17 (marrén), SH3-cAbl/p7 (verde) y SH3-cAbl/p0 (rosa). E/ dominio se
encuentra representado resaltando las estructuras secundarias, mientras que los ligandos
peptidicos se encuentran representados en estructura de varillas. Las posiciones en las que los
ligandos son diferentes en secuencia han sido resaltadas con un flecha negra.

Para abordar este analisis, se generaron 5 trayectorias independientes
de 12 ns de duracién para cada complejo, siguiendo el protocolo descrito en la
Seccion 5.2 de Materiales y Métodos . Estas trayectorias fueron
posteriormente analizadas mediante el programa ZAHORI, descrito en la
Seccién anterior, haciendo también uso de las herramientas del paquete de
simulaciones de dinamica molecular de AMBER para el andlisis de los puentes

de hidrogeno intermoleculares. Como estructura de partida para el complejo
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SH3-cAbl/p41 se uso la estructura cristalografica con PDB 1BBZ, mientras que
para el resto de complejos se usaron las estructuras cristalograficas resueltas
por la Dra. Ana Camara Artigas en colaboraciéon con nuestro grupo de
investigacion. Anteriormente al uso de las estructuras cristalograficas, este
mismo estudio se inici6 mediante la generacién de modelos a partir de la
informacion cristalografica de 1BBZ. En general, los resultados obtenidos con
los modelos fueron muy similares a los obtenidos a partir de las estructuras
cristalograficas, lo que es un indicativo de que, al menos en este sistema, el uso
de modelos es una metodologia que no desvirtua significativamente los

resultados.

Como observamos en la Figura 3.4, al superponer las estructuras
cristalograficas para cada complejo no podemos apreciar grandes diferencias
ni en el dominio ni en la conformacién del péptido. Esto confirma que las
diferencias energéticas no estan asociadas a cambios en el modo de unién
general del péptido. Por otro lado, al analizar las moléculas de agua
cristalograficas de los complejos SH3-cAbl/p0, SH3-cAbl/p7 encontramos que
los sitios de hidratacién de la hélice 310 (W4 y W5) aparecen ocupados por una
molécula de agua. Esto no es asi, para el sitio del lazo n-Src W3 donde no
encontramos ninguna estructura con el sitio ocupado. Excepcionalmente para
la estructura del complejo SH3-cAbl/p17, no encontramos ninguna molécula

de agua ocupando los sitios descritos anteriormente.

A pesar de que las estructuras cristalograficas no presentan grandes
diferencias entre si, inicialmente decidimos realizar un analisis de la dindmica
estructural de los péptidos a lo largo de las simulaciones de dinamica
molecular. Y asi, evaluar los aspectos conformacionales de los péptidos en los
distintos complejos. En la Figura 3.5 se representa la frecuencia de los valores

que adquieren los angulos diedros del esqueleto peptidico (phi y psi) para
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cada complejo a lo largo de la simulaciones de dinamica molecular. Al
examinar los valores, observamos que, en la region del péptido que se
acomoda en los bolsillos hidrofébicos del dominio SH3, la introduccién de una
leucina en P.1 (pO y p17) conduce a una mayor dispersiéon de los valores
respecto a los que tiene una prolina en dicha posicion (p7 y p41). Esto se
deberia a que la leucina no proporciona la misma tendencia a adoptar la
conformacion PPII en el péptido, pero este leve aumento en la flexibilidad no
repercute en el comportamiento de las posiciones vecinas. Algo parecido
sucede al introducir una serina en la posicién P2, que conduce a un ligero
aumento de la deriva del angulo, pero que igualmente no afecta a las
posiciones colindantes. Es decir, el analisis de los aspectos conformacionales
de los péptidos no proporciona ningun indicio que permita racionalizar el
comportamiento termodinamico observado., ya que la sustitucion de restos de
serina y leucina por prolina reduce los grados libertad conformacional del
ligando peptidico, lo que deberia conducir a una mayor afinidad de unién por
motivos entropicos, no entalpicos. Estos resultados confirman que el origen de

las diferencias en la termodinadmica de unién debe ser otro.

En este punto, procedimos al analisis de los patrones de hidratacion y
las propiedades de los distintos sitios en cada uno de los complejos. En la
Tabla 3.7 se recogen los resultados obtenidos de la aplicacion del programa
ZAHORI al analisis de las distintas simulaciones. Para un mismo complejo, los
resultados para cada réplica fueron promediados, exceptuando el tiempo
maximo de ocupancia, para el que se anoto el tiempo maximo observado de
entre las 5 replicas. En general, el analisis se centr6 en los cinco sitios de
hidratacién encontrados y descritos para el complejo SH3-cAbl/p41. Conviene
sefialar que a priori no existen diferencias en el ligando que puedan promover

un cambio en el patron de hidratacion descrito para SH3-cAbl/p41, ya que las
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posiciones P.1 y P2 no estan directamente implicadas en ningun sitio de

hidratacion.

Al comparar los valores obtenidos para los sitios de hidrataciéon de la
region de la hélice 310, observamos que los valores de frecuencia de ocupancia
y tiempo medio de ocupancia para el péptido p7 en el sitio de hidrataciéon W5
son 3 veces menores que los obtenidos para el resto de péptidos. Esto es
debido, como veremos en la Tabla 3.8, a que se establece un puente de
hidrégeno directo entre la cadena lateral de la ASN114 de la hélice 310 con el
oxigeno del esqueleto peptidico de la prolina del péptido en la posicion Py, lo
que evita que se acomode una molécula de agua en dicho sitio de hidratacion.
Esto podria ser un indicador de que el péptido p7 esta acomodandose de
forma diferente los demdas. Recordemos que el péptido p7 esta compuesto
mayoritariamente por prolinas (APTYPPPPPP), de forma que la sucesion de
prolinas favorece que el ligando adopte una conformacion de hélice PPII muy

rigida, lo que podria ser el origen de este cambio.

En los valores recopilados para el sitio de hidratacion W4 llama la
atencion como en el péptido pO0 los tiempos de residencia y el tiempo medio de
ocupancia son ligeramente mas altos que para el resto de péptidos.
Recordemos que las moléculas de agua del sitio de hidratacion W4 no
establecen interacciones directas con el ligando, de forma que sorprende

encontrar un tiempo de residencia 3 veces mayor al resto de complejos.
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Tabla 3.7 Comparativa de los resultados datos obtenidos con ZAHORI para los diferentes complejos
de dominios SH3-cAbl con péptidos de disefio. El tiempo maximo de residencia (Tmax), el Tiempo
medio de residencia (Tmedio), numero de moléculas de agua durante la trayectoria y la frecuencia
de tiempo de la trayectoria que el sitio de hidratacién se encuentra ocupado por una molécula de
agua

Sitio de Péptido Tmax Tmedio Ne¢ de Frecuencia de
hidratacion (ps) (ps) moléculas Ocupancia
de agua

w1 p41 164 16,24 181,6 44,61
p17 94 15,80 167,2 38,34

p7 78 16,62 134 39,51

po0 82 15,53 190,2 40,55

w2 p41 686 24,52 81,6 42,14
p17 206 19,18 93,6 40,54

p7 244 22,37 69,8 41,98

po0 196 23,72 120 54,37

w3 p41 432 34,16 94,2 56,10
p17 280 32,30 88,8 49,99

p7 356 34,84 57,8 46,85

po0 322 31,78 91,6 45,03

w4 p41 2350 106,85 41,6 88,83
p17 2106 273,72 25 95,00

p7 3382 240,40 14 93,95

po0 6004 572,20 12,6 97,27

W5 p41 432 66,62 58,6 53,42
p17 714 85,97 69 66,81

p7 272 50,48 31,6 21,67

po0 582 83,80 59,6 61,71

Finalmente, al observar los resultados para los sitios de hidratacién en
la regién del lazo n-Src (W1, W2, y W3), advertimos cémo los tiempos
maximos de residencia de las moléculas de agua para el péptido p41 son de 2
hasta 3 veces mas altos que para el resto de péptidos de disefio, aunque si
comparamos la frecuencia de ocupancia no observamos diferencias
significativas. Esto estaria indicando una mayor estabilizacién de las
moléculas de agua del lazo n-Src en p41, mientras que el remplazo de
moléculas de agua es el mismo para el resto de los complejos. Es necesario
recordar que, dadas las caracteristicas de los sitios de hidratacion del lazo n-
Src, mas proximo a un canal que a una cavidad, las moléculas de agua son

dificiles de seguir por el programa ZAHORI, con lo cual es probable que
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cambios en la frecuencia de ocupancia de esta zona puedan quedar

ligeramente enmascarados.

Para tener una informacién mas completa, es necesario el estudio de
las interacciones que establece el ligando con el dominio. En la Tabla 3.8
recopilamos los puentes de hidrogeno que se forman entre el dominio y el
ligando durante un periodo superior a un 5% de la duracion de la trayectoria,
donde se aprecia como cada péptido muestra un patrén sustancialmente

diferente en la distribucidon y frecuencia de los puentes de hidrégeno.

Tabla 3.8 Puentes de hidrogeno establecidos entre el ligando y el dominio para cada complejo SH3-
ligando. El tiempo de formacion se obtiene como la media de las réplicas.

Ligando Dominio P41 P17 P7 PO
P-5
P-4 PRO:0 ASN94:ND2  36,16+28,3 23,06+24,7 42,67+20,9 21,52+22,2
P-3 SER:0G ASP77:0D 19,60+17,7
SER:N ASP77:0D 6,54+4,7 19,50+17,2 11,53+5,2
P-2 TYR:0H SER75:0G 10,68+6,6  11,42x34  6,90x4,3 11,79+9,4
TYR:0 TRP99:NE1  95,74+28 94,81+3,2 93,93+2,1 91,88+2,7
TYR:OH ASP77:0D 16,28:6,5 16,0357
P-1*  SER:0G\PRO:0 GLU98:0E 42,34+10,2 44,02+16,4
PO
P1 PRO:O TYR115:0H  47,79+16,8 67,94+20,9 24,24%12,6 47,97+23,7
PRO:0 ASN114:ND2 36,27+9,8 22,21+21,8 63,76x12,1 28,19+17,7

pP2* PRO:0O\LEU:0  TYR115:0H  51,87+14,9 29,71+£21,1 75,84x12,5 44,31%17,3
P3
P4

Cuando la posicion P-; esta ocupada por una serina, como es el caso de
los péptidos p41 y pl7, la cadena lateral de este resto establece un puente de
hidrégeno con la cadena lateral del GLU98, con una frecuencia similar en
ambos complejos (>%40). Este puente de hidrégeno no se observa en la

estructura cristalografica, de forma que es una interaccion que no
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esperabamos encontrar. En los péptidos en los que existe una prolina en la
posicion P.1 no encontramos ninguna interaccion, ya que la cadena lateral de la
prolina no tiene capacidad para establecer puentes de hidrégeno, al contrario
que la serina. No obstante, la presencia de la prolina en esta posicion parece
favorecer que la tirosina en la posicidn P_; establezca un puente de hidrogeno
con la cadena lateral del ASP77, con la misma frecuencia en SH3-cAbl/p7 y
SH3-cAbl/p0 (~16%). Es decir, que la naturaleza del resto de la posiciéon P
tiene un claro impacto en la red de interacciones que establece el ligando con

el dominio.

Al comparar los péptidos que tienen una prolina en Pz (p41 y p7) con
los péptidos con una leucina (p0 y p17) observamos que, aunque se conservan
los mismos puentes de hidrégeno en la posicion P2y en la colindante Py, las
frecuencias de formacion varian entre ellos, aunque es dificil correlacionar
estas variaciones con la presencia de una leucina o una prolina en la posicion

Po.

Es necesario destacar que es muy dificil evaluar la aportacion
energética de cada puente de hidrégeno, con lo que no podemos saber en qué
grado contribuyen estos cambios a la entalpia de unidn, y quizas seria
necesario un examen mucho mas exhaustivo para comparar el patréon de
enlaces de hidrogeno entre péptidos. Pero queda patente que la modificacién
en estas posiciones, P.1 y P2, afecta al comportamiento global del péptido. Algo
que sorprende si tenemos en cuenta el andlisis de los angulos diedros del
esqueleto peptidico, por lo que el cambio de flexibilidad podria traducirse en
un sutil cambio en la acomodacién del péptido, algo que si facilitaria la
reconfiguracion de los puentes de hidréogeno intermoleculares y las

interacciones con las moléculas de agua de la region del lazo n-Src.
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Por otro lado, el patréon propio de los puentes de hidrégeno de cada
complejo podria estar afectando a las moléculas de agua que se acomodan en
el lazo n-Src. No hay que olvidar que las cadenas laterales de los residuos
GLU98 y ASN94, restos que interaccionan de forma caracteristica con cada
ligando, forman parte de los sitios de hidratacién de la region del lazo n-Src
(W1, W2 y W3), de forma que no seria extrano que los cambios de frecuencia
observados en los puentes de hidrdgeno repercutieran en el comportamiento
de las moléculas de agua de estos sitios, como sucede en el sitio W4 donde el
establecimiento directo entre ASN114 y la prolina en la posicién P> desplaza la

molécula de agua en el complejo SH3-cAbl/p7.

En resumen, la mayor contribucién entalpica a la union, asi como la
mayor penalizacion entropica que presenta el complejo SH3-cAbl/p41
respecto al resto de complejos (SH3-cAbl/p0, SH3-cAbl/p7 y SH3-cAbl/p17)
podria estar originada por un aumento en la fijacion de las moléculas de agua
en los sitios de hidratacion W1, W2 y W3. Como sugiere por un lado el
aumento de los tiempos maximos de ocupancia del complejo SH3-cAbl/p41
respecto al resto de complejos, y por otro lado la informacién cristalografica,
donde se observa una mayor dificultad para detectar una molécula en el sitio
W3 y en algunos casos también W2 y W1. Este efecto se deberia a la variacion
en la calidad de los puentes de hidrogeno establecidos entre las moléculas de
agua y los restos que forman los sitios de hidratacion, provocada por ligeras
diferencias en el patron de interacciones entre el dominio y cada ligando

peptidico.
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3.2.3 Aplicacién del algoritmo ZAHORI al estudio de patrones de

hidratacion en distintas subfamilias de dominios SH3

Los dominios SH3 de la subfamilia de Src son los que tienen una mayor
homologia con los de Abl. No obstante, el analisis de la coleccion de
estructuras de los dominios SH3 desvel6 una baja coincidencia en la posicién
de las moléculas de agua de los dominios Src respecto al de Abl. Mientras el
sitio de hidratacidn estructural de la hélice 310, definido como W4, aparece
comunmente ocupado por una molécula de agua en Src, el resto (W1, W2, W3
y W5) aparecen con una baja frecuencia en las estructuras cristalograficas. En
cambio, se encontraron otras moléculas de agua altamente conservadas que,
no obstante, estan ausentes en SH3-cAbl/p41. Este es esl caso, por ejemplo,
del sitio de hidratacion estructural definido en la Seccion 3.1.3.2 como WA-
nSrc. Estas diferencias en la conservacion de las moléculas de agua entre SH3-
Fyn y SH3-cAbl, apuntaria a la existencia de varios patrones de sitios de

hidratacién que podrian ser propios para cada subfamilia de dominios SH3.

Con el objetivo de realizar un estudio comparativo de los sitios de
hidratacién dentro de las subfamilias de SH3, se tomaron como punto de
partida los complejos de SH3-cAbl/p41 y SH3-Fyn/VSL12. El ligando p41
(APSYSPPPPP), ademas de ser el que tiene una mayor afinidad por el dominio
SH3 de Abl (2.1 uM), tiene una muy baja afinidad por el dominio SH3-Fyn (630
uM). De igual forma, el ligando VSL12 (VSLARRPLPPLP) es el que presenta la
mayor afinidad de uniéon por dominios SH3 de la familia Src, concretamente
cSrc, cYes y Fyn (0.29 uM), y muy baja por el dominio SH3-cAbl (2000 uM).
Ambos ligandos unen con una afinidad dirigida principalmente por una
entalpia favorable, pero el ligando peptidico p41 al contrario que VSL12 y la
mayoria de ligandos péptidos de los dominios SH3, no posee en la secuencia

ningun resto cargado cuya posicién, como mencionamos en la Introduccion de
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esta Tesis, determina el sentido en el que se unira el ligando al dominio (tipo I
o tipo II). Aun asi, ambos péptidos unen a sus respectivos dominios con una
alta especificidad y con una alta entalpia de unién, -91,7 k]-mol-! para p41y -
63,2 kJ-mol! para VSL12. Todo esto convierte a estos dos sistemas en casos
ideales para el estudio comparativo de los sitios de hidratacion entre

subfamilias de dominios SH3.

Para el estudio comparativo se utiliz6 la estructura de alta resolucion
del complejo SH3-Fyn/VSL12, resuelta por la Dra. Ana Camara Artigas en
colaboracion con nuestro grupo de investigacidon. Siguiendo el mismo criterio
que se usO para identificar las moléculas de agua interfaciales de SH3-
cAbl/p41, se identificaron 3 moléculas de agua dentro de los parametros de
busqueda, en posiciones totalmente diferentes a SH3-cAbl/p41, dos en la
region del lazo de n-Src, denominadas como WA-nSrc y WB-nSrc, asi como una
en el lazo RT, denominada como W-RT Figura 3.6. Como podemos observar en
la Tabla 3.10 estas moléculas de agua identificadas en el sitio de union del
dominio SH3-Fyn, presentan caracteristicas, valores de ASA y factores {3 en el

mismo intervalo que los de las moléculas de agua del complejo SH3-cAbl/p41.
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Figura 3.6 Representacion de la superficies moleculares para los dominios SH3-Fyn (azul) y
SH3-cAbl (rojo) con sus respectivos ligandos, VSL12 (gris) y p41 (naranja), representados en
estructura de varillas. En ambos casos se resaltan con un circulo blanco las posiciones definidas
mediante el indice P3 y Po. En verde se representan las moléculas de agua cristalograficas que han
sido seleccionadas para el estudio comparativo y el anélisis mediante el algoritmo ZAHORI.

Tabla 3.9. Comparacién de ligando p41 y VSL12, resaltado la posicién que ocupa en la interfaz de
unién de los dominio SH3.

P, P3 P, P, Py P4 P P P4 P P.s P.;

P41 PRO PRO PRO PRO PRO SER TYR SER PRO ALA
VSL12 PRO LEU PRO PRO LEU PRO ARG ARG ALA LEU SER VAL

Sorprendentemente, en la estructura del complejo SH3-Fyn/VSL12 no
se encontrdé ninguna molécula de agua ocupando el sitio de hidratacion
estructural de la region de la hélice 310,el W4, asi como tampoco en el W5. En
la region de la hélice 310, como se observa claramente en la Figura 3.6, la
acomodacion del péptido en SH3-Fyn/VSL12 hace Optimo el puente de

hidrogeno entre el aspartico de la hélice 310 y la prolina en la posicion P1 del
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ligando, de forma que no existe espacio para acomodar una molécula de agua
en W5. Ademas, la cadena lateral de la leucina Py de VSL12 rellena totalmente
la cavidad del sitio de hidratacion W4. Esta es una conformacién excepcional,
ya que no es comun que los bolsillos hidrofébicos del dominio SH3 estén
ocupados por residuos que no sean prolina. Ademas, la causa general de no
encontrar una molécula en el sitio de hidratacion W4 en las estructuras
anteriormente analizadas se debia a conformaciones anémalas del dominio o a
secuencias raras de la hélice 319, siendo la primera vez que se describe el
desplazamiento de esta molécula de agua del sitio de hidratacion estructural
W4 por parte del ligando. Recordemos que las moléculas de agua alojadas en
esta posicion se encuentran fuertemente unidas al dominio, de forma que este
desplazamiento podria tener un impacto directo en los parametros

termodinamicos de union del complejo SH3-Fyn/VSL12.

Tabla 3.10 Las moléculas de agua enterradas en el interfaz para los dominios SH3 de Fyn y cAbl en
complejo con sus péptidos de alta afinidad VSL2 y p41 respectivamente. Para cada molécula e agua
se indica en que region del dominio SH3 se encuentra, que sitio de hidratacién ocupa, el numero
identificativo dentro del fichero PDB, el factor beta normalizado y Area expuesta al disolvente

(ASAS).

SH3-cAbl/p41 SH3-Fyn/VSL12
Region  Posicion PDB Bfactor ASAS PDB Bfactor ASAS
norm A2 norm A2
n-Src w1 1015 0,50 513 - - -
w2 1064 2,30 0,14 14 1,67 15,6
w3 2103 3,20 5,55 41 2,12 18,77
WA-nSrc - - - 50 0,10 0
WB-nSrc - - - 25 2,82 1,86
310 w4 1082 0,75 3,03 - - -
W5 1105 0,69 2,65 - - -
RT W-RT 2041 3,16 14,44 35 0,01 1,41
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En la region del lazo n-Src ambos complejos se diferencian
radicalmente. Como describimos en la Seccion 3.1.3.2, las moléculas de agua
alojadas en el sitio de hidratacion WA-nSrc, aparecen frecuentemente en la
coleccion de estructuras de dominios SH3 (>60%). Esta alta frecuencia de
conservacion y la carencia de interacciones directas con el ligando nos indican
que este sitio de hidratacion entraria dentro del grupo denominado como
sitios de hidratacion estructurales. Por otro lado, la posiciéon definida como
WB-nSrc, aparece poco conservada en la coleccion de estructuras (~12%),
tanto para los dominios libres como para los complejos. Su moderada
conservacion y su proximidad al ligando nos indican que la molécula de agua

se encuentra alojada en un potencial sitio de hidratacion de especificidad.

Lazo n-Src
1Y ozeq

|eysiq oze

Figura 3.7 Superposicion de las estructuras de los complejos SH3-cAbl/p41y SH3-Fyn/VSL12.
El dominio SH3-cAbl es representado en rojo y su ligando, p41, en estructura de varillas y color
naranja. El dominio SH3-Fyn esta representado en azul y su ligando, el péptido VSL12, en
estructura de varillas y color gris. En verde se encuentran destacas las moléculas de agua WA-nSrc
y WB-nSrc
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Si observamos con detalle la region del lazo n-Src en la superposicion
de las dos estructuras cristalograficas, SH3-Fyn/VSL12 y SH3-cAbl/p41,
Figura 3.7, y advertimos que la ausencia de los sitios de hidratacion en la
region del lazo n-Src en SH3-cAbl/p41 se justifica claramente por un cambio
en la configuracion longitud del lazo n-Src, que, a su vez, favorece la
acomodacion de moléculas de agua en los sitios de hidratacion W1, W2 y W3.
Esto se corresponde con lo descrito en estudios previos realizados en nuestro
grupo de investigacion, ya descrito en la Seccién 3.1.3. Ademas, el analisis de
ambas estructuras permitié identificar en la estructura de SH3-Fyn/VSL12 dos
moléculas de agua en posiciones homologas a W2 y W3 de SH3-cAbl/p41. No
obstante las moléculas de agua del complejo con Fyn presentan valores de
exposicion al solvente y de factor 3 por encima del criterio de seleccién, como
podemos apreciar en la Tabla 3.10. No obstante, se decidi6 incluirlas en el
analisis ya que estan en posiciones equivalentes a las de los sitios W2 y W3 del

complejo SH3-cAbl/p41.

Finalmente, la molécula de agua encontrada en el complejo SH3-
Fyn/VSL12 en la region del lazo RT, W-RT, se encuentra préxima a una de las
argininas del ligando, Figura 3.8 En la coleccion de estructuras encontramos
una molécula de agua ocupando una posicion equivalente a W-RT en un 32%
de las estructuras libres y en un 25% de las estructuras unidas a un ligando
peptidico. Como comentamos en la Introduccion de este Capitulo, el analisis de
la coleccion de estructuras permitid inferir que la presencia de moléculas de
agua en esta region estaba altamente correlacionado con la presencia de
restos cargados. En el ligando peptidico p41 no hay ningun resto cargado y no
encontramos ninguna molécula de agua en la region del lazo RT del complejo
SH3-cAbl/p41 que cumpla los criterios de seleccion, pero la superposicion de

las estructuras cristalograficas de ambos complejos permitié localizar una
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molécula de agua en el complejo de SH3-cAbl/p41 (la namero 2041) que se
encuentra en el lazo RT en una posicién muy parecida a la que encontramos en
SH3-Fyn/VSL12. Esta molécula de agua, como apreciamos en la Tabla 3.10,
presenta unos valores de exposicion al solvente y de factor 3 por encima del
criterio de seleccion, pero la incluiremos en el estudio para comprobar los

resultados entre ambos complejos.

Las estructuras cristalograficas aportan una valiosa informacion, pero
es necesario comprobar el comportamiento dinamico de las moléculas de agua
en todos los sitios de hidratacion detectados para los dos complejos para tener
una vision completa del sistema. La informaciéon dinamica nos permitira
confirmar si realmente los sitios de hidratacion de la hélice 310 no se
encuentran ocupados en el complejo SH3-Fyn/VSL12, comprobar la
naturaleza de los potenciales sitios de hidratacion identificados en la
estructura cristalografica de SH3-Fyn/VSL12, WA-nSrc, WB-nSrc y W-RT vy,
finalmente, evaluar si los sitios de hidratacion W2 y W3 son ocupados con
moléculas de agua con propiedades similares a los que se obtienen del

complejo SH3-cAbl/p41.

Para comparar las propiedades dinamicas de los sitios de hidratacion
encontrados en el complejo SH3-cAbl/p41 respecto a los del complejo SH3-
Fyn/VSL12, se realizaron 5 dinamicas independientes de cada complejo,
durante un tiempo de simulacion de 12 ns cada una, lo que hace un total de 60
ns por complejo, y se analizaron las propiedades de las moléculas de agua de

cada posicién mediante el programa ZAHORI, descrito en la Seccién 3.2.1.
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Hélice 3,

(S
Lazo nSrc

Lazo nSrc

Hélice 3,4
2us-U 0ze]

Hélice 3,
215-u oze]

Lazo n-Src

Lazo n-Src

Figura 3.8 Comparativa en detalle de las moléculas de agua del complejo SH3-cAbl/p41 (rojo)
y SH3-Fyn/VSL12 (Azul). Los residuos de cada sitio de hidrataciéon han sido representados en
estructura de varillas para cada complejo. En el Panel A se comparan los sitios de hidratacion W1,
W2 y W3 del lazo n-Src. En el Panel B se comparan los sitios de hidratacion de la regién de la hélice
310. En el panel C se comparan los sitios de hidratacién del lazo RT y el W-RT
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Tabla 3.11 Valores obtenidos del analisis con ZAHORI de las diferentes trayectorias obtenidas para
complejos SH3-ligando. El tiempo maximo de residencia (Tmax), el Tiempo medio de residencia
(Tmedio), numero de moléculas de agua durante la trayectoria y la frecuencia de tiempo de la
trayectoria que el sitio de hidratacién se encuentra ocupado por una molécula de agua

SH3-cAbl/p41 SH3-Fyn/VSL12
Regi()n Posicién | Tmax Tmedio Tocc Tmax Tmedio Tocc
(ps) (ps) (%) (ps) (ps) (%)
n-Src w1 164 16,24+28 44,62+10 - - -
w2 686  24,53+15,7 42,14+0,9 150 17,24+7 19,80+23,1
W3 432 34,17+8,5 56,10+15,1 | 206 22,93+2,4 62,31+1,4
WA - - - 7544 1918,02+1397 98,90+0,5
WB - - - 694 43,20+11,8 77,92+10,4
310 w4 2350 106,85+387 88,84+3,9 108 6,51+14,8 0,59+3,7
W5 432  66,63+15,7 53,43+11,6 | 316 16,27+16,5 2,38+1
RT W-RT 196 24,35+8,5 9,64+5,2 4016 257,00=119,9 67,21+30,6

En la Tabla 3.11 se muestran los resultados obtenidos del promedio de
los valores obtenidos para todas las réplicas. Al comparar los datos obtenidos
para los sitios de hidratacion de la hélice 310 observamos que, tanto W4 como
W5 apenas se encuentran ocupados en el complejo SH3-Fyn/VSL12. Esto es
debido a que el péptido VSL12 se encuentra firmemente encajado en el
interfaz de SH3-Fyn a lo largo de la trayectoria, no dejando estos sitios
disponibles para ser ocupados por moléculas de agua. Esto contrasta
notablemente con el comportamiento de las moléculas de agua alojadas en las
mismas posiciones en el complejo SH3-cAbl/p41, donde las moléculas de agua
tienen frecuencias de ocupancia de entre el 70% y el 90% del tiempo de
simulacién y tiempos de residencia extremadamente altos. Con el objetivo de
poder explicar estas enormes diferencias se analizaron los puentes de
hidrégeno que se forman entre el dominio y el ligando en cada complejo. Los
resultados de este andlisis se muestran en la Tabla 3.13. Como se observa, en
el complejo SH3-Fyn/VSL12 la cadena lateral de la asparraguina de la hélice
310 (PSNY) se encuentra cerca de un 100% del tiempo de simulacién formando
un puente de hidrégeno con el oxigeno carbonilo de la prolina de la posicién

Po del ligando, imposibilitando que una molécula de agua entre en el sitio de

102



CAPITULO 3

hidratacién W5. Recordemos que la molécula alojada en este sitio se aloja

entre ambos residuos y establece puentes de hidrégeno con ambos.

En cambio, la ausencia de moléculas de agua en el sitio de hidratacion
estructural W4 parece causal, principalmente por el impedimento estérico de
la cadena lateral de la leucina del ligando en posicidn Po. Para comprobar si la
leucina Py del ligando era la responsable de expulsar la molécula de agua
alojada en el sitio de hidratacion estructural W4, se cre6 un modelo a partir de
la estructura cristalografica del complejo SH3-Fyn/VSL12, siguiendo el
protocolo descrito en la Secciéon 5.4 de Materiales y Métodos, en el que la
leucina Po del péptido fue substituida por una prolina. Este modelo fue
utilizado para generar 5 nuevas trayectorias de dindmica molecular
independientes a 298 K durante 12 ns cada una, que se analizaron de nuevo
con ZAHORI. Como se observa en la Tabla 3.12, la mutacién del ligando no
produce una variacion significativa en los datos para el sitio W5, lo que nos
indica que la expulsion de la molécula de agua del sitio de hidratacién W5 esta
mas relacionada con la acomodacion general del péptido que con la naturaleza
particular de un resto especifico. No obstante, sorprendentemente, los valores
de tiempo de residencia y frecuencia de ocupancia para el sitio de hidratacién
estructural W4 aunque experimentan un aumento significativo como
consecuencia de la eliminacion de la cadena lateral de leucina, siguen
mostrando valores para estos parametros muy por debajo de lo obtenido en el
complejo SH3-cAbl/p41. Esto siguiere que la leucina del ligando no es la Unica

responsable de este importante cambio.
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Tabla X.12 Valores obtenidos del analisis con ZAHORI durante la trayectoria del complejo SH3-
Fyn/VSL12 comparados por SH3/VSL12_L6P. El tiempo maximo de residencia (Tmax), el Tiempo
medio de residencia (Tmedio), numero de moléculas de agua durante la trayectoria y la frecuencia
de tiempo de la trayectoria que el sitio de hidratacién se encuentra ocupado por una molécula de
agua

SH3-Fyn/VSL12 SH3-Fyn/VSL12_L6P
Regién Posicion Tmax Tmedio Tocc Tmax Tmedio Toce
(ps) (ps) (%) (ps) (ps) (%)
310 W4 108 6,51 0,59 610 90,85 16,82
W5 316 16,27 2,38 298 16,89 4,25

Recordemos que no existe ninguna diferencia en la secuencia de este
bolsillo de la region de la hélice 310 entre ambos dominios, y que en la
coleccion de estructuras el sitio de hidratacion W4 estd ocupado por una
molécula de agua en un muy elevado porcentaje de las estructuras (mas del
70%), de forma que llama mucho la atenciéon que en el complejo SH3-
Fyn/VSL12_L6P, en el que no existe el impedimento de la leucina ocupando el
sitio de hidratacion, no se obtengan valores de residencia y ocupancia en el
mismo orden que los obtenidos para el complejo SH3-cAbl/p41. Con el
objetivo de comprobar si este comportamiento respondia a un cambio
conformacional del dominio se analiz6 el area accesible al solvente de los
residuos que forman el sitio de hidratacion W4 (GLU98, PRO112, ASN114 y
SER115) mediante el programa NACCESS [117], usando los parametros por
defecto, a lo largo de las trayectorias de SH3-cAbl/p41 y SH3-Fyn/VSL12_L6P.
Sorprendentemente, el valor promedio registrado para este ultimo fue de
46,63+11,4 A2 mientras que para el complejo SH3-cAbl/p41 la media casi
duplicaba la anterior, 78,59+13,5 A2 Esto indica que la conformacién del sitio
de hidratacion para el complejo de SH3-cAbl es mas abierta, permitiendo que
se acomode una molécula de agua, mientras que en SH3-Fyn este se encuentra
mas cerrado. Esto estaria relacionado con la excepcional forma que tiene el
péptido de acomodarse en el interfaz de SH3-Fyn. Recordemos que VSL12

acomoda leucinas en las posicion Pz y Py, algo totalmente andmalo, en lugar de
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prolinas. Al mismo tiempo la colacién del ligando sobre el lazo n-Src, varia,
resultando también atipica, provocando un cambio conformacional en el
dominio que seria el principal causante de esta modificacion del sitio de

hidratacion W4.

En la region del lazo n-Src, tanto el sitio de hidratacion WA-nSrc como
el WB-nSrc observados en los complejos de SH3-Fyn/VSL12 no estan nunca
ocupados en el complejo SH3-cAbl/p41. En este ultimo complejo no hay
espacio para acomodar moléculas de agua en esa posiciéon, ya que, como
hemos indicado anteriormente, las diferencias de longitud y secuencia del lazo
n-Src conjuntamente con la secuencia del péptido imposibilitan la
acomodacion de moléculas de agua en la region donde estan localizados los
sitios de hidratacion WA-nSrc y WB-nSrc. Por el contrario, en SH3-Fyn/VSL12
ambos sitios de hidratacién estan ocupados por moléculas de agua el 98%
(WA-nSrc) y el 77% (WB-nSrc) del tiempo de simulacion. Los resultados
obtenidos para las moléculas de agua que se alojan en el sitio de hidratacién
WA-nSrc de SH3-Fyn/VSL12 estan en el mismo orden de magnitud que los que
se registran para el sitio W4 del complejo SH3-cAbl/p41, con tiempos
maximos de residencia bastante grandes, por encima del nanosegundo, y
tiempos de ocupancia por encima del 80%. Esto, sumado al alto grado de
conservacion de las moléculas de agua en esta posicion en la colecciéon de
estructuras de dominios SH3, presentes hasta en un 67% de las estructuras de
la coleccion libres y un 35% de las estructuras unidas a ligando, y al hecho de
que éstas no se encuentran interaccionando directamente con el ligando, nos
indicara que el sitio WA-nSrc pertenece a los sitios de hidratacién que hemos

denominado como estructurales.

En cuanto a la molécula WB-nSrc, los tiempos de residencia registrados

para el complejo SH3-Fyn/VSL12 son del orden de los 103 ps y se encuentra
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interaccionando con la VAL1 del ligando. Como hemos comprobado en la
coleccion de estructuras, esta posicion se encuentra poco conservada,
apareciendo alrededor de un 12%, tanto para las estructuras de complejos
como las de los dominios libres. De forma que las caracteristicas de este sitio
de hidratacién se encuentran entre las que definimos como sitios de

especificidad.

Tabla 3.13 Puentes de hidrégeno establecidos entre el dominio SH3 y el ligando para cada
complejo. Los tiempos son el tanto por cierto del tiempo que esta formado el puente de hidrégeno
respecto al tiempo total de la trayectoria.

SH3-cAbl/p41 SH3-Fyn/VSL12

Sitio Ligando Dominio T Ligando Dominio T
(%) (%)
Ps
P PRO:0 ASN94:ND2  36,16+28,2 ALA:O TRP118:N 84,18+4,3
ALA:O ASP117:N 38,33+11,5
P SER:N ASP77:0D 6,54+4,7 ARG:NE GLU115:0 26,47+9,4
P TYR:OH SER75:0G 10,68+6,6 ARG:NH  ASP99:0DX 78,7+12,1
TYR:0 TRP99:NE1 95,74+2,8 ARG:NH  ASP99:0DX 82,5+20,3
ARG:NH  THR96:0G 9,48+12,3
ARG:0 TRP118:NE 31,07+19,6
P SER:0G GLU98:0E 42,34+10,2 PRO:0 TRP118:NE 75,13+15,7
Py
Py PRO:0 TYR115:0H  47,79+16,8 PRO:0  ASN135:ND 90,29+9,1
PRO:0 ASN114:ND 36,27+9,8
2
P, PRO:0 TYR115:0H  51,87+14,9 PRO:0 TYR136:0H 17,72+35,1
P3
Py

También se observa como los sitios de hidratacion W2 y W3 de SH3-
Fyn/VSL12, presentan unos valores de tiempo de residencia y frecuencia de
ocupancia mas bajos que los de SH3-cAbl/p41, en especial el W2, con una
frecuencia de ocupancia por debajo del 20% y un tiempo maximo de
residencia 6 veces menor que el que obtenemos en SH3-cAbl/p41. El sitio de

hidratacion W3 en el complejo Fyn presenta una mayor frecuencia de
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ocupancia que W2, pero un tiempo maximo de residencia de solamente 206
ps. Esto se debe a que este sitio de hidratacion se encuentra mas expuesto en
SH3-Fyn/VSL12 que en SH3-cAbl/p41. Todo esto, sumado a que no se
encuentran moléculas de agua en esta posicidon para el resto de estructuras
cristalograficas de dominios SH3 de la subfamilia Src, nos indica que los sitios
definidos como W2 y W3 tienen menor protagonismo en el mecanismo de
uniéon en el complejo SH3-Fyn/VSL12 que en el SH3-cAbl/p41. Ademas, si
observamos las estructuras cristalograficas de ambos complejos en las Fgura
3.6 y 3.8, podremos apreciar coémo el ligando VSL12 en el complejo con SH3-
Fyn esta mas desplazado sobre el lazo n-Src que en el ligando p41 en el
complejo con SH3-cAbl. Asimismo, si comparamos los puentes de hidrégeno
que establece el ligando con el dominio en ambos complejos a lo largo de las
trayectorias, Tabla 3.13, queda patente un aumento de las interacciones
directas entre el lazo n-Src y el ligando VSL12 con respecto al complejo SH3-
cAbl/p41, en el que, como podemos apreciar con detalle en la Figura 3.8,
donde se comparan con detalle la region del lazo n-Src de ambos complejos,
estas interacciones estan mediadas principalmente por las moléculas de agua

alojadas en los sitios de hidratacion W1, W2 y W3.

Finalmente, en la regién del lazo RT, los datos para el sitio de
hidratacién W-RT dejan patente que las moléculas de agua que se alojan en
esta posicion, para el complejo SH3-Fyn/VSL12 permanecen fuertemente
unidas, estando caracterizadas por tiempos de residencia por encima del
nanosegundo y una frecuencia de ocupancia cercana al 70%. Esto contrasta
claramente con lo descrito para el complejo SH3-cAbl/p41, donde registramos
tiempos muy inferiores (>200ps) y una frecuencia de ocupancia que se
encuentra por debajo del 10%. Esto corrobora y refuerza las observaciones

realizadas en los estudios previos con la base de datos estructural, donde se
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asocio la presencia de las moléculas de agua del lazo RT con la mediacién de
interacciones entre restos cargados del ligando y el dominio. Como podemos
apreciar con mas detalle en la Figura 3.8, en el complejo SH3-cAbl/p41 no
encontramos ningun resto cargado en la secuencia del péptido y del lazo RT,
por lo que no se llegan a establecer este tipo de interacciones, al contrario que
lo sucede con el ligando VSL12, con varios restos cargados, entre ellos la
arginina en posicion P.; que establece interacciones con el lazo RT y con las
moléculas de agua que se alojan en el sitio de union W-RT. Atendiendo a estas
observaciones, el sitio de hidratacion W-RT de SH3-Fyn/VSL12 podria
clasificarse dentro de la categoria que hemos definido como sitios de
hidratacién de especificidad, al presentar tiempos de residencia muy altos, una
conservacion moderada y cuyas moléculas de agua estdn mediando

interacciones entre el ligando y el dominio.

En resumen, el complejo SH3-Fyn/VSL12 no tiene el mismo patrén de
sitios de hidratacion que el SH3-cAbl/p41. Los factores que determinan estas
diferencias son numerosos: desde la secuencia y estructura del propio
dominio, como en el caso de los sitios WA-nSrc y WB-nSrc, hasta la secuencia
del péptido y las interacciones intermoleculares que éste establezca con el
dominio (W5, W-RT, W1, W2 y W3) pasando por posibles cambios
conformacionales inducidos por la formacién del complejo (W4). Ademas,
aunque ambos complejos presentan una energia de Gibbs de uniéon muy
exotérmica dirigida por una fuerte entalpia favorable, la magnitud de la
contribucidn de las moléculas de agua al caracter exotérmico de la unién no
parece ser igual para ambos complejos. En SH3-Fyn/VSL12 hemos
identificado un mayor nimero de interacciones directas entre el ligando y el
dominio. En la Tabla 3.13 se presentan los puentes de hidrégeno

intermoleculares obtenidos para cada complejo y las frecuencias de ocupancia
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de dichos puentes de hidrogeno. Estos datos indican que, efectivamente, en el
complejo SH3-Fyn/VSL12 se estan estableciendo un mayor numero de
puentes de hidrégeno intermoleculares, especialmente concentrados en la
region de especificidad definida por los lazos RT y n-Src. El lazo n-Src, se
encuentra en una configuracion mas cerrada sobre el ligando en SH3-
Fyn/VSL12, estableciendo mas interacciones directas, mientras que en el
complejo SH3-cAbl/p41 el lazo n-Src estableceria estas interacciones gracias a
la mediacion de las moléculas de agua de los sitios de hidratacion W1, W2 y
W3, sitios de hidratacién que, o bien no se encuentran ocupados en SH3-
Fyn/VSL12, o bien presentan valores muy inferiores de residencia y ocupancia
con respecto al complejo SH3-cAbl/p41. Es interesante sefialar que el ligando
VSL12 fue identificado a partir de librerias de expresidn en fagos, por lo que su
secuencia esta fuertemente optimizada para unir a los dominios de Src con
una alta afinidad, por lo que es l6gico pensar las interacciones directas entre el

ligando y el dominio puedan estar mas optimizadas en este complejo.

3.3 CONCLUSIONES

Del analisis dindmico de las moléculas de agua enterradas en la
interfase de union en los dominios SH3 se desprenden las siguientes

conclusiones:

1. Hemos desarrollado un algoritmo para el andlisis del
comportamiento de los sitios de hidratacion de forma
automatica y eficiente. Este algoritmo ha sido validado para
su aplicacion al estudio de hidratacion interfacial en
dominios SH3, abriendo la puerta al analisis a gran escala

sitios de hidratacién en proteinas.
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La aplicacion de este algoritmo nos ha permitido obtener
informacion dindmica de los sitios de hidratacion en
dominios SH3, no accesible a partir de las estructuras
cristalograficas, de gran relevancia para la adecuada
comprension de las interacciones de dominios SH3 con sus

ligandos.

Hemos establecido la existencia de distintos patrones de
hidratacion en la familia de dominios SH3, no sélo
relacionados con la region de especificidad sino también
asociados a regiones conservadas, como la hélice 310, que
estan determinados por la conformacion global que adopta el

ligando en el sitio de unién.

Hemos comprobado que, a pesar de la universalidad del
doble mecanismo de unién en dominios SH3, puede existir
una gran variabilidad en cuanto a la magnitud de la
contribucién de las moléculas de agua interfaciales a la

energética de union
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4.1 Regulacion de la quinasa de tirosina cAbl

Las quinasas forman parte de la maquinaria de sefializacién celular,
siendo las proteinas encargadas de transferir un grupo fosfato de una
molécula de ATP a un residuo de una proteina diana especifica, modificando
su comportamiento, conformacién o localizaciéon. Estos enzimas han
evolucionado para desarrollar su cometido como interruptores moleculares
con la mayor eficiencia posible, lo que los convierte en unas maquinarias

moleculares muy complejas [118].

Las quinasas de tirosina son el grupo mas diverso y amplio dentro de
las quinasas, estando implicadas en todos los procesos celulares. En
consecuencia, muchas patologias como el cancer o algunas enfermedades
neurodegenerativas estan relacionadas con su desregulacién de quinasas de
tirosina, lo que las convierte en dianas atractivas para el desarrollo de nuevas
terapias [119]. La quinasa de tirosina cAbl fue una de las primeras en
identificarse, fue caracterizada a partir de su forma viral y ha resultado ser un
importante proto-oncogén [120-123]. Gracias a décadas de trabajos sobre este
sistema, sabemos que cAbl es de las quinasas de tirosina mas ampliamente
conservadas. Se encuentra presente en todos los metazoos, donde esta
implicada en los procesos de reorganizacion del citoesqueleto y reparacién del
ADN [124-128], jugando un papel vital en el desarrollo de los organismos
donde se encuentra, como lo demuestra la baja viabilidad de los individuos

defectivos en el gen que codifica para cAbl [129, 130].

Todos los miembros de la familia de cAbl comparten la misma
distribucién de dominios a lo largo de la secuencia: un extremo N-terminal o
Ncap, carente de dominios o estructura, seguido por un dominio de

reconocimiento de secuencias ricas en prolina (SH3), un dominio de
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reconocimiento de fosfotirosina (SH2), que se conecta a través de una larga
secuencia al dominio catalitico (SH1) y, finalmente, un extenso extremo C-
terminal donde encontramos varios dominios de uniéon al citoesqueleto,
secuencias sefial para la nucleacidn, secuencias ricas en poliprolina y otras de

reconocimiento de ADN[21, 131]. Figura 4.1

SH3

DC

SH2

Figura 4.1 Estructura de la quinasa de tirosina cAbl (2FO0). La superficie esta coloreada para
resaltar las diferentes regiones que la componen: en azul esta representado el dominio SH3, en
purpura el dominio SH2, en naranja se resalta el dominio catalitico, en rojo la regién conectora C2Q,
en cian la region conectora C3-2, en verde se resalta la region Ncap y, finalmente, el &cido
miristoiilco se destaca en linea de puntos. Se ha simulado la regién de Ncap que no ha sido resuelta
en la estructura cristalogréfica. En la cavidad catalitica se encuentra el inhibidor Gleevec. En la parte
inferior se representa un esquema de la organizacién de los dominios de cAbl, con la misma
coloracion que la estructura. Con un asterisco se resalta la fosfoserina en posicion de la 69 y en
verde se destaca la regién C-terminal, donde encontramos dominios de unién al citoesqueleto,
secuencias sefial para la nucleacion y otras de reconocimiento de ADN.
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La naturaleza modular de cAbl responde a un complejo mecanismo de
funcionamiento, el cual atin no ha sido completamente detallado. La actividad
enzimatica de cAbl esta regulada por un gran nimero de mecanismos, como
son la fosforilacion de algunos de sus restos de tirosina, sus interacciones
intramoleculares, su interaccién con una gran gama de otras proteinas e,
incluso, su propia la localizaciéon celular [132]. Esto sugiere que el
funcionamiento de la actividad de cAbl depende de que todos los elementos de
la proteina, aunque de distinta naturaleza, colaboren entre si para llevar a
cabo su funcion. Esta quinasa de tirosina no es un mero interruptor con dos
estados, activo e inactivo, sino que cAbl mantiene un dinamico y complejo
equilibro de estados que es afectado de forma diferencial dependiendo del
estimulo y del contexto en el que se encuentra. Esto permite a cAbl responder

de forma adecuada a una gran variedad de sefales [10, 27].

En la célula, cAbl, se mantiene autoinhibida, principalmente gracias a
una serie de factores, tanto intrinsecos como extrinsecos [23, 132]. La
sobreexpresion de cAbl en células no produce ningin cambio en la
homeostasis celular, pero por otro lado, la introduccién de formas
constitutivamente activas de cAbl ha demostrado tener la capacidad de
transformar células sanas en cancerigenas [133], lo que pone de manifiesto la
importancia de la correcta regulacion de cAbl para la viabilidad celular. En
humanos, la translocacion génica del gen BCR con la del gen ABL produce una
proteina quimérica, BCR-ABL, que se encuentra constitutivamente activa,

siendo la principal causa de la leucemia cronica mieloide [123].

Los farmacos existentes para tratar la leucemia crénica mieloide (CML),
como Gleevec, actiian bloqueando el centro activo del dominio catalitico, pero
no es raro que los pacientes dejen de responder al tratamiento por el

desarrollo de resistencia [134]. El analisis de las formas resistentes revel6 que,

115



CAPITULO 4

al contrario de lo que se esperaba, no todas las mutaciones que inducian
resistencia se encontraban en el dominio catalitico, sino que aparecian
agrupadas en el dominio SH3, en el dominio SH2 y en las regiones
interdominio [134-136]. Esto, sumado a la baja especificidad que tienen los
farmacos, generalmente basados en homologia con la molécula de ATP, ha
motivado numerosos estudios para comprender los mecanismos de regulacion
de esta quinasa de tirosina que permitan el desarrollo de nuevas terapias

anticancerigenas [137-139].

Lébulo N

Lazo de

) /Activacio’n

Lébulo C

Figura 4.2 Detalle de la estructura del dominio catalitico de la quinasa de tirosina cAbl. Se ha
resaltado en verde el I16bulo N, y en purpura el I6bulo C. Se destaca en estructura de varillas la
tirosina 412, responsable de la activacién, y también la regioén colindante, conocida como lazo de
activacion (en color morado). En la cavidad catalitica se destaca una molécula de ATP en estructura
de varillas
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4.1.1 Regulacion de cAbl por parte de los dominios modulares SH3 y SH2

El andlisis de las estructuras cristalograficas de cAbl ha permitido
confirmar que la conformacion autoinhibida guarda una alta homologia con
las quinasas de tirosina de la subfamilia Src y, al igual que en estas, el tandem
de los dominios modulares (SH32) mantiene una serie de contactos
intramoleculares con el dominio catalitico, limitando su libertad
conformacional, necesaria para regular su actividad enzimatica. Como se
observa en la Figura 4.2, el dominio catalitico de cAbl es una estructura
formada por dos lébulos, denominados lébulo C y lébulo N. Entre ambos
lébulos se encuentra el centro activo, cuya activacion depende de la
fosforilacion de la TYR439 y de un cambio conformacional que permite la
posicion idonea de los elementos para llevar a cabo la actividad enzimatica y
que, a su vez, permite acomodar la molécula de ATP y la secuencia diana [23,
27]. Esta conformacion esta restringida en la forma autoinhibida de cAbl
debido a las interacciones intramoleculares especificas entre los dominios
modulares, el dominio catalitico y posiblemente la regién N-terminal [23,
140], permaneciendo todo el conjunto en un conformacién muy caracteristica
y compacta. Una vez activada, los dominios modulares dejan de interactuar
con el dominio catalitico, lo que permite a éste ultimo que pueda llevar a cabo
su actividad enzimatica. De esta una conformacion activa no ha sido posible
conseguir informacion estructural detallada hasta la fecha. No obstante,
gracias a técnicas biofisicas como la dispersién de rayos X de angulo bajo
(Small Angle X-ray Scattering 6 SAXS), poseemos algunas pistas de los
movimientos y cambios conformacionales relacionados con la activacion de

cAbl, Figura 4.3 [32].

117



CAPITULO 4

A. Autoinhibida B. Activa
c2Q
/
C3-2
N
32 —) c2Q
N 4 /
Nc£

Figura 4.3 Esquema de la organizacion estructural de la tirosina quinasa cAbl. En el panel A;
Organizacién de los dominios de cAbl cuando se encuentra autoinhibida segun la informacion
cristalografica disponible. En el panel B; Organizacién de los dominios mas probable cuando la
quinasa de tirosina cAbl se encuentra activa de acuerdo con la estructura de baja resolucion
obtenida por SAXS (dipersion de rayos X de angulo bajo) [32].

Respecto de la conformacion autoinhibida, como podemos observar en
la Figura 4.4, como el dominio SH2 interacciona directamente con el 16bulo C
del domino catalitico, dejando su sitio de reconocimiento de secuencia
parcialmente oculto, mientras que el dominio SH3 se une a la secuencia
interdominio que enlaza el dominio SH2 con el dominio quinasa, denominada
C2Q y comprendida entre los residuos PRO237 a la LYS253. Esta secuencia
queda enterrada entre el sitio de reconocimiento de secuencias ricas en
prolina del dominio SH3 y el 16bulo N del dominio catalitico [32]. Esta unidn,
aunque débil, parece ser uno de los componentes criticos de la regulacién de la
actividad de cAbl, como sugieren la activaciéon de cAbl en presencia de
proteinas con motivos poliprolina [30, 31, 141] y los estudios de actividad con

mutantes donde se ha eliminado el dominio SH3 [142] o se ha disminuido la
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afinidad de la secuencia C2Q mediante la mutacion de las prolinas 242 y 249
de la secuencia conectora por acido glutamico [143]. Estas prolinas son
responsables de que esta secuencia adopte una conformacién cercana a la

hélice PPII tipica de las secuencias reconocidas por SH3 [22].

90°:

Figura 4.4 Detalle de la estructura autoinhibida de cAbl a partir del PDB con cédigo 2FO0. En
azul se representa la estructura del tandem de los dominios modulares (SH3-SH2) La superficie de
las interfaces de unién de ambos dominios modulares ha sido resaltada en color cian y verde, para
el dominio SH3 y para el SH2 respectivamente. El dominio catalitico ha sido representado en
naranja.

Otros indicios de la importancia de la interaccion del dominio SH3 en el
mecanismo de activacién de cAbl provienen de la posibilidad de bloquear la
interaccidon del dominio SH3 con la secuencia de conexion SH2-quinasa (C2Q)
mediante fosforilacion [24]. Hasta la fecha se han descrito cuatro puntos de
fosforilacion en esta region de cAbl. La fosforilacién en cualquiera de estos
cuatro restos, parece tener efectos positivos en la activacion de cAbl,
seguramente al bloquear el reconocimiento de la secuencia C2Q por parte del
dominio SH3, lo que impediria que la quinasa de tirosina adopte la

conformacién autoinhibida. Sorprendentemente, ninguna de estas posiciones
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es accesible en la conformacién inactiva de cAbl, lo que siguiere que los
eventos de fosforilacion deberian ocurrir después de la activacion de la
quinasa por otro estimulo. Por otro lado, la existencia de varios sitios sensibles
a fosforilacién, podria responder a diferentes mecanismos. Por ejemplo,
encontramos dos ( TYR89 y TYR134), en el sitio de union del dominio SH3, y
dos mas (TYR245 y TYR251 ) en la secuencia de conexidon del dominios SH2
con el dominio catalitico (C2Q). Aunque todas las fosforilaciones impedirian
que el dominio SH3 volviera a la conformacién autoinhibida, la fosforilacion en
el sitio de union de SH3 debe tener un papel diferente, ya que a su vez
imposibilitaria el reconocimiento de substratos por parte de este dominio

modular [24]

La activacion in vivo de cAbl mediante el dominio SH3 en la célula,
como la de todas las proteinas implicadas en los procesos de sefializacidn,
debe ser transitoria, de forma que una vez cAbl ha fosforilado el substrato
debe volver rapidamente a la conformacion inhibida. Existen evidencias que
indican que en este proceso la secuencia que conecta los dominios modulares,
C3-2 (comprendida entre los residuos VAL138 al GLU142), aunque no
presenta estructura secundaria es un elemento clave que podria estar
actuando como un muelle entre la conformacion autoinhibida y la activa,

modulando el cambio de orientacion relativa de los dominios modulares [58].

Los primeros indicios de la importancia de esta secuencia interdominio
se derivaron de un estudio de mutagénesis aleatoria en la secuencia de cAb],
donde se detect6 que la substitucidon de la SER140 del segmento C3-2 por una
isoleucina producia la activacién de cAbl, tanto in vivo como in vitro. Un
estudios posterior en los que se mutaron a glicina la SER140 y sus residuos
colindantes, LEU141 y GLU142, a glicina, produjo una forma que tenia una

actividad aun mayor que la forma S140I. En ambos casos, aunque cAbl se
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encontraba activa, la capacidad del dominio SH3 de unir motivos poliprolina
no solo no se vi6 afectada, sino que parecia aumentar [58]. Incluso, se han
descrito formas de BCR-ABL resistentes a Gleevec que presentan mutaciones
en la SER140 [134]. Por consiguiente, se ha propuesto que la secuencia C3-2 se
encuentra involucrada en los mecanismos que permiten la liberacion del
dominio SH3 de la secuencia C2Q para permitir el reconocimiento de ligandos

exogenos, algo que se perturbaria al introducir las glicinas [58].

El papel del dominio SH2 en el mecanismo de regulacion esta aun por
esclarecer [21, 23]. Aunque las interacciones que establece el dominio SHZ con
el dominio catalitico son importantes para la correcta regulacién de cAbl,
parece que su mision principal esta mas relacionada con el reconocimiento de
sustratos para el dominio catalitico. Como hemos mencionado, la estructura
autoinhibida de cAbl conserva una alta homologia con la de los miembros de la
subfamilia de quinasas de tirosina de Src. No obstante, aunque encontramos
numerosas similitudes entre ambas, existen pequefias, aunque importantes,
diferencias. Por ejemplo, en las quinasas de tirosina de Src, el papel del
dominio SH2 se manifiesta porque el extremo C-terminal contiene una
secuencia con una tirosina, cuya fosforilaciéon permite que ésta sea reconocida
por el propio dominio SH2, de forma que el extremo C-terminal se repliega
sobre la estructura estabilizando la conformacion autoinhibida. La accion de
fosfatasas sobre esta posicion es un conocido interruptor de la actividad de la

quinasas de tirosina de la subfamilia de Src.

Sin embargo, en cAbl este motivo no existe [144, 145]. La ausencia de la
interaccion del C-terminal con el dominio SH2 podria estar compensada por
un aumento de la afinidad de la secuencia C2Q por el dominio SH3, tal como
proponen Engen y colaboradores a partir de los resultados de experimentos

de intercambio hidrégeno/deuterio y de espectrometria de masas con
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diferentes construcciones de la quinasa cAbl [26]. Otro sustituto posible de las
interacciones del C-terminal con el dominio SH2 en la regulacion de la
actividad quinasa de cAbl, es la secuencia Ncap, que no existe en las quinasas
de tirosina de la familia de Src [143]. Esto explicaria por qué la quimera
oncogénica BCR-ABL, que carece de esta regién Ncap, se encuentra

constitutivamente activa, tanto in vitro como in vivo.

4.1.2 El papel de la region N-terminal (Ncap) en la regulacion de cAbl

La region N-terminal de cAbl (Ncap) se transcribe en dos isoformas,
cAbl-1a y cAbl-1b, por empalme alternativo (alternative splicing) del primer
exon. La isoforma cAbl-1b se caracteriza por tener una mayor longitud que la
cAbl-1a (15 residuos mas) y por la adicion de un grupo miristoilo en la
posicion 2 por modificacion post-transcripcional. Esta region carece de
estructura en ambas isoformas, habiéndose comprobado por delecion que la
region central de Ncap no es necesaria para la inactivacion de cAbl in vitro.
Unicamente la regién adyacente al dominio SH3 (restos 61-82) y los primeros
residuos (restos 1-15) son necesarios para mantener la quinasa regulada [23,
24]. En la Figura 4.5 muestra la secuencia del primer exén de ambas
isoformas, alineadas y resaltando con un cuadrado verde aquellas regiones

que son indispensables para la regulacion de cAbl.

En un principio se pens6 que el grupo miristoilo y la regiéon Ncap se
encargaban, al igual que en la subfamilia Src, de anclar cAbl a la membrana
plasmatica, pero, gracias a un completo estudio estructural de la isoforma
cAbl-1b, se demostré que el grupo miristoilo se encuentra interaccionando
con el dominio catalitico, insertado en una cavidad del 16bulo C. Aunque no fue
posible determinar la posicion de la mayor parte de la secuencia Ncap debido

a su naturaleza desestructurada, se propuso que esta union induciria un
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cambio conformacional que facilitaria el acoplamiento del dominio SH2 al
dominio catalitico, actuando, por tanto, Ncap como cierre al igual que lo hace
el extremo C-terminal en cSrc [32]. La isoforma cAbl-1a se encuentra regulada
aun careciendo de este grupo miristoilo, lo que indica que éste no es vital para
la regulacion, o que in vivo puede ser sustituido por la accién de

fosfoinositoles, lipidos u otras interacciones [24].

1
a)l  MLEICLKLVGCKSK----t-nmmmeemev KGLSSSSS-----mmmmmmemmmav CYLE--- ,
b)| MYr-GQQPGKVLGDQRRPSLPALHFIKGAGKKESSRHGGPHCNVFVEHEALQRPVASDFEPQGLSEAARWNSKENLLAGPSENDP

e I

c-Abl

Figura 4.5 Comparacion del primer exén de las dos isoformas de cAbl. En la parte superior se
muestra el alineamiento del extremo N-terminal de las dos isoformas (a y b) de cAbl. En verde se
resaltan las regiones necesarias para la regulacion in vivo e in vitro de cAbl. En la parte inferior se
muestra la organizacién de dominios para la quinasa de tirosina cAbl. Con un asterisco se resalta la
posicién donde se encuentra la SER69 fosforilada.

En el mismo estudio cristalografico, fue posible determinar la
estructura de la region Ncap adyacente al dominio SH3 (residuos 61 a 82), ya
que ésta se encontraba interaccionando con el tandem SH32, principalmente
con la secuencia conectora C3-2 y con el dominio SH2. Esta region de Ncap, al
igual que la anterior, es necesaria para que cAbl se mantenga autoinhibida, con
lo que mutaciones puntuales en las posiciones LYS70, GLU71, ASN72, LEU73 y

ALA75, desregulan cAbl [140]. Dichas posiciones se encuentran
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interaccionando con el dominio SH2, la regién conectora C3-2 y el dominio
SH3. Esta region de Ncap, es codificada en el segundo exo6n, de forma que se
comparte por ambas isoformas, como se puede apreciar en detalle en la
Figura 4.5. También en este estudio cristalografico se observé que la SER69
situada en Ncap, se encontraba fosforilada, lo que sugiere una posible funcién
como interruptor en el mecanismo de regulacion. Esto ha motivado
posteriores estudios en los que no queda clara la importancia de esta

fosforilacion en la regulacion de la actividad de cAbl. [146]

A pesar de la abundante informacion que poseemos sobre cAbl, su
regulacion sigue siendo un complicado rompecabezas en el que aun existen
interrogantes sin respuesta. Sabemos que cAbl requiere de un estimulo para
llevar a cabo su actividad enzimatica, que dicha activacién conlleva un cambio
conformacional y que existen, ademas de los dominios modulares, numerosos
elementos implicados en la regulacion de su actividad, lo que nos permite
afirmar que se trata de una estructura muy cooperativa. Sin embargo, ain
seguimos sin conocer muchos aspectos del mecanismo de activacion e
inhibicién de su actividad. Incluso, desconocemos si la existencia de diferentes
elementos reguladores responde a la necesidad de cAbl de responder de forma
especifica a diferentes estimulos y, de ser asi, si existen diferentes estados
activos, o si, por el contrario, soOlo existe un estado activado
independientemente del elemento regulador alterado. Dicho conocimiento
permitiria el desarrollo de mejores y mas efectivas terapias, al poder
desarrollar farmacos especificos bloqueando la activacion de elementos
concretos de la quinasa o para cada uno de los estados de activacion que

pudieran existir.
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SH3

SH2

Figura 4.6 Superposicion del tandem de los dominios SH3 y SH2 de la estructura
cristalografica con cédigo PDB 2ABL (rojo) y de la estructura con cédigo PDB 2FO0 en azul.
En ambos paneles el tandem ha sido superpuesto usando como referencia el domino SH2. En el
panel de la izquierda se resalta en amarillo la regién del conector de ambos dominios que presenta
un cambio conformacional. En el panel de la izquierda se ha representado la superficie de la interfaz
de unién del dominio SH3 en ambos PDB. La superficie ha sido coloreada en concordancia con las
propiedades de los residuos que la componen: verde para los residuos polares, azul para los
basicos, blanco para los apolares y rojo para los acidos.

En todo caso, la regulacion de cAbl depende de un proceso reversible
de ensamblaje y desensamblaje de los dominios modulares, cuya dinamica
conformacional es modulada por interacciones intramoleculares,
intermoleculares, fosfatasas y otras quinasas [21, 23]. En este sentido, llama la
atencion la conformacion que adopta el tandem de dominios modulares de
cAbl en la estructura cristalografica con cédigo PDB 2ABL. Esta construccién
del tandem de los dominios modulares SH32 de cAbl aislados se encuentra en
una conformacion diferente a la de los tdndems de la estructura cristalografica
con cédigo PDB 2F00, resuelta 5 afios después, donde los el tindem SH32 esta
acompafnado de otras regiones de cAbl, Ncap y el dominio catalitico (CD), todo

ello en su conformacidn inactiva [32]. Al superponer los dominios modulares
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de ambas estructuras obtenemos un RMSD superior a 10 A. Esta gran
diferencia no corresponde a cambios conformacionales de los dominios
modulares, sino, como se aprecia en la Figura 4.6, a un ligero cambio
conformacional en la secuencia de conexion C3-2, que provoca un cambio en la
orientacion relativa de los dominios SH2 y SH3. A priori, una hipotesis que nos
planteamos es que este cambio de conformacién se podria deberse a la
ausencia de las interacciones con elementos reguladores como el Ncap o la
secuencia conectora C2Q, desplazando el equilibrio conformacional del
tdndem hacia una conformacién que corresponderia con la que adopta el

tandem cuando cAbl esta activada.

Con la intencién de confirmar esta hipotesis, se inicié un estudio de la
dinamica del tandem SH32 de cAbl, para estudiar cdmo ésta se veia afectada
por los diferentes elementos de la quinasa, como son la regién Ncap, el

conector C2Q y la fosforilacion en la SER69 del Ncap.

4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede observar en la Figura 4.6, la conformacion que adopta el
tdndem SH32 en la estructura cristalografica con coédigo PDB 2ABL deja los
sitios de reconocimiento del dominio SH3 en una orientaciéon relativa
totalmente diferente a la observada en la estructura cristalografica 2F00. Para
que el tandem pueda adquirir esta conformacion en el contexto de la quinasa
completa, es necesario que el dominio SH3 se desplace, dejando de
interaccionar con la secuencia de conexion C2Q, como podemos ver en la
Figura 4.7, donde hemos superpuesto ambas estructuras usando como
referencia el dominio SH2. Esta conformacién dejaria el sitio de

reconocimiento de SH3 libre para reconocer ligandos externos, reforzando la
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idea de que la conformacién en la que se encuentra el tdindem SH32 en la
estructura cristalografica 2ABL corresponderia a la que éste adopta cuando la
quinasa completa se encuentra activa o en una de las posibles conformaciones
activas. Por eso, y para evitar confusiones, definiremos a esta conformacién
observada en 2ABL como abierta, y a la proveniente de cAbl inactiva de la

estructura cristalografica 2F00, como cerrada.

Figura 4.7 Superposicion de la estructura cristalografica del taindem SH32 aislado (Rojo) con
la estructura del taindem SH32 en el contexto de cAbl autoinhibida (Azul). Para la estructura
cristalografica del tandem aislado se utilizo el PDB con c6digo 2ABL. Para la estructura autoinhibida
de cAbl a partir del PDB con cédigo 2FO0. En azul se representa la estructura del tandem de los
dominios modulares (SH32) La superficie de las interfaces de union de ambos dominios modulares
ha sido resaltada en color cian y verde, para el dominio SH3 y para el SH2 respectivamente. El
dominio catalitico ha sido representado en naranja.

4.2.1 Dinamica conformacional del tandem SH32

Con el objetivo de comparar el comportamiento conformacional de SH3
y SH2, se generaron cuatro trayectorias de dinamica molecular de 500 ns,
siguiendo el protocolo descrito en la Seccion 5.3 del capitulo de Materiales y

Métodos. En dos de ellas usamos como conformacion inicial la abierta y en las
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otras dos usamos la conformacion cerrada a la que previamente se le habian
eliminado las regiones Ncap, C2Q y el dominio catalitico, quedando por tanto
los residuos comprendidos entre SER78 y PRO237. En la Figura 4.8 quedan
especificados en detalle los residuos que comprenden cada construccién

utilizada para este estudio.

SH32,,.. (578-P237) SH32,,.. (S78-P237)
SH32_,.4, (S78-P237) SH32_,.., (S578-P237)
SH32-C2Q  (578-K253) SH32-C2Q  (S78-K253)
Ncap-SH32 (A65-P237) Ncap-SH32 (A65-P237)
Ncap-SH32-C2Q, (A65-K253) Ncap-SH32-C2Q (A65-K253)
S s S Ea
Ncap-SH32-S69A (A65-P237) Ncap-SH32-S69A (A65-P237)

d
d

Ncap-SH32-C1Q-S69A (A65-K253) Ncap-SH32-C1Q-S69A (A65-K253)

A A

£
i

Figura 4.8 Esquema de las diferentes construcciones utilizadas en los experimentos de
dinamica molecular del tandem SH32. Cada construccién utilizada en el estudio es acompafiada
de un esquema de la organizacion de los dominios y se marca también el primer y ultimo residuo de
la construcciéon, tomando como referencia la numeracion de cAbl-1b. La seccién verde acompafada
de “S*” corresponde al Ncap silvestre, con la SER69 fosforilada. Por otro lado, la seccién verde con
una A, corresponde al Ncap con la SER69 mutada por una alanina. La seccién azul marino sin
ningtn indicativo corresponde a la secuencia de conexion C2-3 en su forma silvestre, mientras que
la que esta acompafiada de “GGG” corresponde a la forma con las posiciones 139, 140 y 141
mutadas a glicina. Finalmente, la seccion roja representa la secuencia de conexion del dominio SH2
con el dominio catalitico (C2Q).
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Figura 4.9 Representacion de los valores de RMSD a lo largo de cada trayectoria del tandem
SH32. La linea roja corresponde al RMSD de la trayectoria usando como referencia la estructura
cristalografica 2ABL o abierta, mientras que la azul es el RMSD usando como referencia la
estructura 2FOO0 o cerrada En el panel A; se representan los valores de RMSD obtenidos para la
construccion SH32apierta y Su replica. En el panel B; se representacion de los valores de RMSD para
la construcciéon SH32¢erra0a y SU replica.
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En la Figura 4.9 se representan los valores de RMSD a lo largo de cada
trayectoria, donde la linea roja corresponde al RMSD de la trayectoria usando
como referencia la estructura cristalografica 2ZABL o abierta, mientras que la
azul es el RMSD usando como referencia la estructura 2F00 o cerrada. Como
podemos observar, en todas las trayectorias en las que partimos de la
configuracion cerrada (SH3Zcerrada), €l tadndem acaba explorado una
conformacion muy cercana en RMSD a la conformacion abierta, mientras que
las trayectorias en las que se usé como estructura de partida la conformacién
abierta (SH32apierta) permanecen la mayor parte del tiempo de simulacion
alrededor de la estructura de partida, salvo un breve instante (50 ns) en los

que la réplica SH32apiertar1, adopté la conformacion cerrada.

Por consiguiente, en la escala de tiempo de nuestras simulaciones de
dinamica molecular realizadas (500 ns), hemos observado la capacidad del
tdndem de adoptar tanto la conformacion abierta (2ABL) como la cerrada
(2F00). Aunque no podemos estar completamente seguros solamente con
estos datos, el comportamiento observado del tindem en ausencia de Ncap y
C2Q, deja evidencias de un posible equilibrio conformacional entre ambas
conformaciones cerrada y abierta, lo que podria apoyar la hipétesis de que la
conformacidn abierta coincide con la conformacion del tandem cuando cAbl se
encuentra activa o que, al menos, éstas serian las conformaciones mas
probables dentro del equilibrio conformacional del tAndem en ausencia de las
interacciones intramoleculares de otras regiones, como Ncap o C2Q, que
podrian modular este equilibrio conformacional. Curiosamente y como
veremos con mas detalle en la Seccion 4.2.3 de este Capitulo, este equilibrio se
encuentra dirigido principalmente por la pequefia region que conecta los

dominios SH3 y SH2.
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4.2.1.1 Descriptor del cambio conformacional del tandem SH32

Aunque el RMSD es una gran herramienta para analizar las trayectorias
de dindmica molecular, para el estudio del equilibrio conformacional del
tindem es un parametro con demasiada incertidumbre a la hora de
discriminar entre las distintas conformaciones. Esto se debe a que dos o mas
conformaciones muy diferentes entre si pueden compartir el mismo valor de
RMSD. Por lo tanto, para el analisis exhaustivo de las trayectorias de dinamica
molecular es necesario definir un mejor descriptor del cambio de

conformacional.

SH3

C3-2

SH2

Figura 4.10 Detalle de los descriptores para el cambio conformacional del tandem SH32. Se
represnta el tandem SH32 a partir de la estructura cristalografica con cédigo PDB; 2FO0. En ambos
paneles se resalta el dominio SH2 en purpura, en azul el dominio SH3 y en cian C2Q, la secuencia
conectora de ambos dominios. Se resaltan en varillas los residuos tomados para formar los angulos
diedros que actuaran como descriptores. En el panel de la izquierda el angulo diedro denominado
D1y formados por los centro de masas de los residuos PRO137, LEU141, TRP146, PRO150. En el
panel de la derecha el segundo angulo diedro, denominado D2, y formado por Denominado por por
los centros de masas de los residuos TYR134, PRO137, LEU141, TRP146.
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Figura 4.13 EI RMSD (paneles de la izquierda) acompanado de la frecuencia (paneles de la
derecha) de los descriptores D1 y D2 a lo largo de las trayectorias SH32-C2Q y Ncap-SH32-
C2Q y sus replicas. El color rojo corresponde a las trayectorias usando como referencia la
estructura cristalografica 2ABL o abierta, mientras que el azul corresponde a la estructura 2FO0 o
cerrada. Las coordenadas de los descritores estan coleradas segun la frecuencia en las que son
visitadas durante la trayectoria, En azul se resaltan las coordenadas visitadas de 1 a 10 veces, en
naranja de 10 a 100 y en rojo mas de 100.
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4.2.2 Modificacion de la dinamica conformacional del tandem SH32 en

presencia de Ncap y C2Q

Siguiendo el mismo protocolo que en las anteriores simulaciones de
dinamica molecular, se calcularon nuevas trayectorias de 500 ns. A partir de la
estructura cristalografica 2FO0 (cerrada) se generaron dos trayectorias
incluyendo la regién Ncap comprendida entre los residuos 61 al 77 (Ncap-
SH32), dos con la region conectora del dominio SH2 y el catalitico
comprendida entre los residuos 238 al 253 (SH32-C2Q) y finalmente, dos mas
con ambas regiones (Ncap-SH32-C2Q). El objetivo de estas nuevas
simulaciones es, por tanto, determinar si estas regiones adicionales modifican

el comportamiento conformacional del tindem SH32 aislado.

En primer lugar en la Figura 4.13 podemos observar la evolucion del
RMSD y de los descriptores D1 y D2 en las trayectorias en las que partimos del
tdndem acompafiado de la secuencia conectora C2Q, SH32-C2Q. De nuevo, la
linea roja representa el RMSD usando como referencia la estructura abierta, y
la azul el RMSD usando la estructura cerrada. En todas las trayectorias en las
que se partié de una estructura con la secuencia conectora C2Q el tandem se
mantiene en una conformacion cercana a la de partida, es decir, la cerrada,

esté acompafiado o no de la region Ncap.

En cambio, al observar el RMSD y los descriptores obtenidos de las
trayectorias con el tandem que incluye unicamente la region Ncap, Figura
4.14, observamos que, mientras en la réplica r1 el tindem se mantiene en la
conformacion inicial (la cerrada) a lo largo de toda la trayectoria, en la
segunda réplica la estructura sufre un cambio de conformacién alrededor de
los 200 ns. En este caso, adoptando una estructura alejada

conformacionalmente tanto de la abierta como de la cerrada en RMSD.
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Figura 4.14 Comportamiento del taindem SH32 en las trayectorias para el constructo Ncap-
SH32. En el panel A se representa el RMSD (paneles de la izquierda) acompafado de la frecuencia
trayectorias Ncap-SH32. El
color rojo corresponde a la trayectoria usando como referencia la estructura cristalografica 2ABL o
abierta, mientras que el color azul corresponde a la estructura 2FOO0 o cerrada. En el panel B se
muestra la superposicion de tres estructuras, la estructura cristalogréfica con cédigo PDB 2ABL
(rojo), la estructura con cédigo PDB 2FO0 en azul y las coordenadas finales de la trayectoria . Ncap-

(paneles de la derecha) de los descriptores D1 y D2 a lo largo de las

SH32 y su replica (cian).
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No obstante, si comprobamos la estructura final de la trayectoria,
observamos como el tdndem se encuentra en una conformaciéon que aunque
no es exactamente igual a la cerrada, la orientacion relativa de los dominios es
similar. Durante ambas trayectorias, incluso en la segunda réplica donde se
produce el cambio conformacional, la region Ncap no pierde en ningun
momento las interacciones que establece con el dominio SH2 y con la region
C3-2, de forma que podemos intuir que la presencia de estas interacciones no
limita el espacio conformacional del tAindem de la misma forma que lo hace

C2Q.

En experimentos previos con quinasas de tirosina de la subfamilia Src,
se determin6 que la afinidad del dominio SH3 por la secuencia de conexién
C2Q era muy baja, estando favorecida principalmente por el empaquetamiento
de esta secuencia entre los dominios quinasa y SH3 [144, 145]. Por otro lado,
sabemos que alteraciones del segmento Ncap producen la activacion
constitutiva de cAbl [140, 143]. Es decir, la modificacién o eliminacion de Ncap
o C2Q produce la activacion constitutiva de cAbl de forma que, a priori, si el
cambio conformacional observado en las trayectorias de SH32 corresponde a
la conformacién activa o a uno de los intermedios en el mecanismo de
activacion de cAbl, deberiamos observar un cambio conformacional del
tdndem en todas las trayectorias. Entonces, ;por qué solamente observamos
un cambio conformacional en una de las trayectorias de la construccion Ncap-
SH32 (la r2) y no en el resto de trayectorias? ;No carecen todos los

constructos de elementos reguladores?

Una posible explicacion, seria que cada elemento de la quinasa
participa de una forma totalmente diferente en el mecanismo de activaciéon y
de regulacion. Como hemos mencionado anteriormente, la secuencia de C2Q

de cAbl podria en efecto tener una afinidad muy superior por el dominio SH3
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que en la subfamilia de Src, como proponen Engen y colaboradores [26]. Asi, la
uniéon de C2Q a SH3 en la conformacion inicial de la trayectoria es suficiente
para que el tdndem permanezca durante toda la simulacion en la
conformacién cerrada. Hay que tener siempre presente que el tindem SH32
no puede adoptar la conformacion abierta sin dejar de interaccionar con la
region C2Q, de forma que esta secuencia podria constituir un elemento clave
para mantener cAbl en la conformacion autoinhibida. En cambio, con el mismo
tiempo de simulacion, las interacciones de Ncap con el tindem no impiden un
cambio conformacional en el tindem. Esto parece sugerir que la region Ncap
podria actuar estabilizando la conformacion inhibida, ya que ciertamente el
comportamiento del tAndem con esta region no es equivalente al del taindem
aislado, aunque también podria tener un papel como activador de cAbl
Sabemos que la simple mutacion de las posiciones LYS70, GLU71 o ASN72 en
cAb], son suficientes para desregular su actividad, de forma que esta region de
Ncap (residuos 61-82) debe, por si sola, jugar un papel en el mecanismo de
regulacion. Ademads, sabemos por experimentos de intercambio
hidrégeno/deuterio, que la presencia de Ncap estabiliza el tandem de los

dominios modulares SH32 [146].

De este modo, la pérdida de interacciones de Ncap en la region
adyacente al tdindem SH32 podria alterar el comportamiento del tandem. En
esta linea, llama la atencidn la fosforilacion de la SER69 en la region Ncap. Los
residuos fosforilados son considerados cominmente como interruptores
moleculares mediados por la accion de quinasas y fosfatasas. Esto parece
indicar que la desfosforilacion de la serina podria modular el comportamiento

de esta parte de Ncap.
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Figura 4.15 Comportamiento del taindem SH32 en las trayectorias para el constructo Ncap-
SH32-S69A. En el panel A se muestra el RMSD (paneles de la izquierda) acompanfado de la
frecuencia (paneles de la derecha) de los descriptores D1 y D2 a lo largo de las trayectorias Ncap-
SH32-S69A. El color rojo corresponde a la trayectoria usando como referencia la estructura
cristalografica 2ABL o abierta, mientras que el color azul corresponde a la estructura 2FOO0 o
cerrada. En el panel B se muestra la superposicion de tres estructuras, la estructura cristalografica
con codigo PDB 2ABL (rojo), la estructura con cédigo PDB 2FO0 en azul y las coordenadas finales
de la trayectoria . Ncap-SH32-S69A y su replica (azul).
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Figura 4.16 Comportamiento del taindem SH32 en las trayectorias para el constructo Ncap-
SH32-C2Q-S69A. En el panel A se muestra el RMSD (paneles de la izquierda) acompafado de la
frecuencia (paneles de la derecha) de los descriptores D1 y D2 a lo largo de las trayectorias. El color
rojo corresponde a la trayectoria usando como referencia la estructura cristalografica 2ABL o
abierta, mientras que el color azul corresponde a la estructura 2FO0 o cerrada. En el panel B se
muestra la superposicion de tres estructuras, la estructura cristalogréfica con cédigo PDB 2ABL
(rojo), la estructura con cédigo PDB 2FOQ0 en azul y las coordenadas finales de la trayectoria . Ncap-
SH32-C2Q-S69A y su replica (azul).
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Asi, con la intencién de observar como afectaba esta fosforilacion al
segmento Ncap y al tandem se crearon dos nuevas estructuras para iniciar
trayectorias, siguiendo el mismo protocolo utilizado para las simulaciones
anteriores, y asi analizar los efectos de estos elementos. Utilizamos, para ello
el tindem acompafiado del Ncap, asi como el tandem acompafiado del Ncap y
del segmento C2Q, pero en ambos casos la fosfoserina en posicion 69 fue

mutada a alanina.

En la Figura 4.15 mostramos los valores de RMSD y descriptores D1 y
D2 obtenidos para las trayectorias del mutante S69A sin la presencia de la
region C2Q (Ncap-SH32-S69A). En ambas replicas el tandem SH32 cambia
rapidamente hacia la conformacién abierta. Sin embargo, como podemos
observar en la Figura 4.16 por los valores de RMSD y de los descriptores D1 y
D2, la construccion con la fosfoserina mutada y con la regién C2Q (Ncap-SH32-
C2Q-S69A), el tandem SH32 se mantiene durante el tiempo de simulacidén en la
conformacion cerrada. No obstante, es importante sefialar que en todas las
simulaciones con la fosfoserina sustituida por alanina, independientemente de
la presencia del segmento C2Q, la regidon Ncap perdio sus interacciones con el
tdndem o cambio de conformacidén, algo que no sucedié en ninguna de las

trayectorias donde la region Ncap no fue alterada.

Esto indica que la fosfoserina 69 es un elemento clave para la
interaccidn de la secuencia Ncap con el tindem SH32. Asi mismo, la pérdida de
estas interacciones facilitaria al tindem adquirir la conformacion abierta en
ausencia de otros elementos, como por ejemplo C2Q. Probablemente, una vez
Ncap pierde las interacciones con el tindem SH32, el aumento de la entropia
conformacional (recordemos que Ncap no tiene estructura) podria
desestabilizar el tandem, en especial el dominio SH3, favoreciendo que éste

adopte la conformacion abierta. Este comportamiento encajaria con la
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hipdtesis de que Ncap actiia como un interruptor de cAbl. Ademas, es muy
verosimil que la funcién de esta region de Ncap (residuos 61-82) esté
intimamente relacionada con la region Ncap que no ha sido resuelta en la
estructura cristalografica, (residuos 1-15). Como sabemos, la presencia de
ambas regiones, es necesaria para que cAbl permanezca constitutivamente
inactiva. De hecho, la forma oncogénica BCR-ABL, que se encuentra
desregulada, carece del extremo Ncap miristoilado (residuos 1-15), pero no de

laregion de Ncap (residuos (61-82).

Las diferentes trayectorias de dinamica molecular no permiten
asegurar que las interacciones que establece Ncap con el tandem sean
responsables de estabilizar el tandem en la conformacion cerrada, o al menos
no con la misma intensidad que la region C2Q. De esta forma, que todo sugiere
a que la region Ncap se trataria de un interruptor de la activaciéon mas que de
un elemento que participe en la autoinhibicién, mediado muy probablemente
por una fosfatasa. Por otro lado la capacidad del tdndem para adoptar la
conformacion abierta sin perder las interacciones con Ncap, podria ser un
indicio de la capacidad de esta regiéon de modificar el comportamiento del
equilibrio conformacional del tandem hacia otras conformaciones no

observadas.

4.2.3 Papel del conector C3-2 en la dindmica conformacional del tAndem

SH32

Al superponer las estructuras cristalograficas 2ABL y 2FO0 (usando
como referencia solamente el dominio SH2) observamos un cambio en la
orientacion relativa de los dominios modulares, que implica el desplazamiento
y rotacion del dominio SH3 respecto el dominio SH2. Como se puede apreciar

en la Figura 4.7, en la zona de la secuencia de conexion entre dominios, C3-2,
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s6lo podemos percibir un ligero cambio en algunos de los residuos mas
cercanos al dominio SH3. Ademas, los cambios conformacionales observados
en las trayectorias anteriores, no implican cambios estructurales ni en el
dominio SH3, ni en el dominio SH2, como se puede observar en el valor de
RMSD medio obtenido para cada dominio Tabla 4.1. El RMSD medio de los
dominios se encuentra muy por debajo de 1 A en todas las trayectorias,
incluso en las que ocurrié el cambio conformacional. En cambio, el valor de
RMSD de la secuencia de conexion de los dominios modulares, C3-2, pasa de
adquirir valores alrededor de 0,5 A para aquellas trayectorias en las que no
hay cambio conformacional, a llegar a 1,5 A de media en las trayectorias en las

que el tandem cambia de orientacidn relativa.

Tabla X.1 RMSD medio de las trayectorias, considerando solamente los atomos del esqueleto
peptidico de las diferentes regiones. Las réplicas en las que a lo largo de la trayectoria los dominios
han cambiado de orientacion se resaltan con un asterisco.

SH32-Abierta SH32-Cerrada SH32-C2Q
R1* R2 R1* R2* R1 R2
SH3 0,55 0,58 0,53 0,52 0,49 0,49
SH3-2 1,21 1,52 0,99 0,94 0,48 0,47
SH2 0,57 0,70 0,59 0,59 0,55 0,55

Con el objetivo de localizar los restos mas importantes en el cambio
conformacional de la secuencia C3-2, se recogieron los valores de los angulos
diedros del esqueleto peptidico de los restos que componen la secuencia C3-2
a lo largo de las diferentes trayectorias. Los valores de los angulos diedros phi
(¢) y psi () otorgan una valiosa informacion sobre la conformaciéon primaria
de la cadena peptidica de una proteina. Mediante la comparaciéon de los
valores que adoptan a lo largo de las diferentes trayectorias podemos detectar
aquellos residuos que han cambiado de conformacidn y, por tanto, los restos

que gobiernan el cambio de orientacidn relativa de los dominios SH3 y SH2. En
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la Figura 4.17 podemos observar la comparacion de los valores de los angulos
diedros entre las trayectorias en las que habia ocurrido el cambio de
conformacion SH32apierta 11 y las dos replicas de SH32cerrada , comparadas
respecto a los valores de las trayectorias SH32-C2Q r1, SH32-C2Q r2 y
SH32apierta 2, donde el tandem habia permanecido en la conformacioén inicial,
es decir la cerrada. las posiciones 139, la 140 y aunque en menor medida, la
141 del segmento de C3-2 son los que muestran un cambio en la dispersion de
los valores de los angulos diedros coincidiendo con las trayectorias donde se a
producido el cambio conformacional. Algo que, a priori, parece estar en buena
sintonia con los datos experimentales que indican que la mutacidn a glicina de

los restos SER140, LUE141 y GLU142 resulta en la activacion de cAbl [58].

También llama la atencién que en las trayectorias en las que el tAindem
SH32 es acompafiado de la secuencia C2Q, la dispersion de angulos diedros es
menor no solo en las posiciones mencionadas anteriormente, sino que
también en todo el segmento C2-3. Lo que indicaria que la secuencia C2Q
limita considerablemente el espacio conformacional explorado por el tindem

SH32.
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Figura 4.17 Frecuencia de los angulos diedros del esqueleto péptido para los residuos que
componen el segmento C2Q. Comparacion de las frecuencia que adquieren los angulos diedros
phi (eje de las X) y psi (eje de las y) a lo largo de las diferentes trayectorias. En azul se resaltan las
regiones adoptadas por el residuo de 1 a 10 veces, en naranja de 10 a 100 y en rojo mas de 100.
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Figura 4.18 Comportamiento del tandem SH32 en las trayectorias para los constructos
SH32.pierta-3GLY y SH32¢errada-3GLY. En el panel A se muestra el RMSD (paneles de la izquierda)
acompanado de la frecuencia (paneles de la derecha) de los descriptores D1y D2 a lo largo de las
trayectorias. El color rojo corresponde a la trayectoria usando como referencia la estructura
cristalografica 2ABL o abierta, mientras que el color azul corresponde a la estructura 2FOO0 o
cerrada. En el panel B se muestra la superposicion de tres estructuras, la estructura cristalografica
con cédigo PDB 2ABL (rojo), la estructura con cédigo PDB 2FO0 en azul y las coordenadas finales
de la trayectoria . Ncap-SH32-C2Q-S69A y su replica (gris)
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4.2.3.1 Analisis de una triple mutacion en residuos clave del conector

C3-2

Estos resultados previos indican que los residuos ASN139, SER140 y
LEU141 del conector actian a modo articulacién, modulando el movimiento
de orientacion relativa entre los dominios SH3 y SH2, fruto del equilibrio entre
flexibilidad y rigidez conformacional de la secuencia conectora. Para
comprobar que, efectivamente, estos residuos son clave para modular el
equilibrio conformacional del tAindem, se generaron cuatro trayectorias, donde
los residuos ASN139, SER140 y LEU141 fueron substituidas por glicina, que
tiene una mayor libertad conformacional. En concreto, se produjeron 250 ns
de simulacién de dindmica molecular con el mismo protocolo que las
anteriores, una partiendo de la conformacion cerrada (SH32cerrada-3GLY), otra
partiendo de la conformacidn abierta (SH32apierta-3GLY), dos mas partiendo de
la conformaciéon cerrada, una con el tandem acompafado de la regién Ncap

(Ncap-SH32-3GLY) y otra con la secuencia C2Q (SH32-C2Q-3GLY).

En la Figura 4.18, podemos observar el RMSD a lo largo de las
trayectorias SH32apierta-3GLY y SH32cerrada-3GLY, respecto a la conformacion
abierta (linea roja) y cerrada (linea azul) y los descriptores D1 y D2. Los
valores de RMSD obtenidos para estas trayectorias nos indican un fuerte
efecto de esta mutaciones sobre el comportamiento del tAndem. La trayectoria
iniciada con las coordenadas de la conformacion cerrada (SH32cerrada-3GLY), se
encuentra explorado de forma muy erratica el espacio conformacional, con
una fluctuacion continua del RMSD, mientras que en la trayectoria en la que se
uso6 la conformacion abierta (SH3Zabierta-3GLY), el tandem permanece durante
toda la trayectoria en una conformaciéon alejada en RMSD tanto de la
estructura cristalografica abierta, como de la cerrada. No obstante, como

podemos apreciar por los valores de D1 y D2, aun siendo la conformacién
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global del tdndem diferente de ambas estructuras cristalograficas de partida
en RMSD, el dominio SH3 permanece en una orientacién relativa al SH2
cercana a la abierta. Esta variacibn de comportamiento de estas
construcciones mutadas respecto al observado en las trayectorias con el C3-2
en forma silvestre, ponen de manifiesto un desajuste en la dinamica
conformacional del tandem al introducir las glicinas en el conector C3-2, tal y
como se postulé a partir de los experimentos, que conduce a la
desestabilizacion de la conformacién cerrada y posiblemente a una

estabilizacion de la abierta.

En la Figura 4.19 se muestran los angulos diedros del esqueleto
peptidico a lo largo de las trayectorias con la triple mutacién a glicina. Al
comparar estos con los obtenidos en las trayectorias con el conector en su
forma silvestre, observamos una mayor dispersién en los valores de los
diedros, especialmente de las posiciones 139, 140 y 141. Es decir, al introducir
glicinas se produce un aumento de la flexibilidad de esta regidn, lo que parece
favorecer la adopcién de la conformacién abierta. Pero, ;por qué la abierta y
no otra? Al observar las diferentes trayectorias y, en especial la
correspondiente a la construccion SH3Zapierta-3GLY, observamos como al
adoptar la conformacion abierta, los residuos de ambos dominios modulares
establecen una serie de contactos intermoleculares, en concreto entre el lazo
distal del dominio SH3 y los lazos s-Bc y Po-Bc de SHZ2. Como podemos
observar en la Figura 4.20. estos contactos se encuentran ausentes en la
conformacion cerrada, lo que sumado a la pérdida de rigidez del conector C3-2
y la carencia de otros elementos que estabilicen la conformacién cerrada, se

estaria favoreciendo que el tAindem adopte la conformacidn abierta.
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Figura 4.20 Mapa de contactos de los Ca a a lo largo de la trayectoria SH32apjerta-3GLY y
SH32-C2Q-3GLY. Representacion de la distancia promedio a lo largo de la trayectoria de los Ca de
los residuos de toda la construccion mediante la escala de color que se encuentra a la derecha de la
figura. No se tomaron en consideracion las distancias superiores a 12 A. La posicién numérica es
acompanfa por un esquema para resaltar a qué dominio corresponde cada residuo. En el panel de la
izquierda con se ha recuadrado los contactos entre el dominio SH2 y SH3 que estabilizan la
conformacién que adopta a lo largo de la trayectoria.

Por ello, en la trayectoria que parte de una conformacién abierta
(SH3Zabierta-3GLY), la estructura permanece a lo largo de la trayectoria en esa
conformacién, mientras que en la que se partia de la conformacion cerrada,
ahora muy desfavorecida, la trayectoria explora diferentes conformaciones, en
busca de un minimo local, apareciendo asi conformaciones que antes no
estaban favorecidas o no eran accesibles. Todas estas evidencias indican que el
conector de los dominios modulares, C3-2, y en concreto los residuos en las
posiciones 139, 140 y 141, limita las conformaciones accesibles. Esto sugiere
que, una vez activada cAbl, la orientacidn relativa de los dominios modulares
es muy importante y, por ello, se encuentra controlada, lo que probaria que,
posiblemente, el tandem esté disefiado para adoptar preferentemente un
numero limitado de conformaciones especificas funcionalmente relevantes,

aun en ausencia de interacciones intramoleculares.
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Por otro lado, en las trayectorias Ncap-SH32-3GLY, Ncap-SH32-C2Q-
3GLY y SH32-C2Q-3GLY, el tandem se mantuvo en la conformacion cerrada a
lo largo de toda la trayectoria, como podemos apreciar por los valores de
RMSD y los descriptores D1 y D2 en la Figura 4.21, En este contexto, las
interacciones que establecen ambas regiones con el tandem, aunque de forma
individual no son capaces de mantener la quinasa en la forma inactiva, si que
parecen modificar el espacio conformacional del tandem lo suficiente como
para que, incluso mutando el conector, no seamos capaces de ver cambios
conformacionales en el tiempo de simulacién. Incluso, en la Figura 4.19,
podemos observar como en las trayectorias SH32-C2Q, Ncap-SH32, Ncap-
SH32-C2Q, SH32-C2Q-3GLY y Ncap-SH32-3GLY los valores de los angulos phiy
psi de los residuos del conector C3-2, adoptan y se mantienen en los valores

caracteristicos de la conformacién cerrada.

Todos estos datos podrian explicar por qué las variantes resistentes de
las formas oncogénicas de BCR-ABL con mutaciones en la region del conector
C3-2 no responden a los inhibidores como Gleevec [134-136]. En la forma
oncogénica BCR-ABL, aunque el mecanismo de autoinhibicion esté dafiado, el
dominio SH3 debe seguir inhibiendo la actividad gracias a la union a la
secuencia C2Q, ya que este mecanismo se encuentra intacto. Una mutacion en
la region C3-2 puede acabar por desplazar este equilibrio hacia la
conformacion abierta, contrarrestando el efecto inhibidor de la interacciéon del
dominio SH3 con C2Q, lo que aumentaria la actividad de la forma oncogénica y

disminuiria la efectividad del inhibidor.
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Figura 4.21 Comportamiento del taindem SH32 en las trayectorias para los constructo Ncap-
SH32-3GLY y SH32-C2Q-3GLY. En el panel A se muestra el RMSD (paneles de la izquierda)
acompanado de la frecuencia (paneles de la derecha) de los descriptores D1 y D2 a lo largo de las
trayectorias Ncap-SH32-3GLY y SH32-C2Q-3GLY. El color rojo corresponde a la trayectoria usando
como referencia la estructura cristalografica 2ABL o abierta, mientras que el color azul corresponde
a la estructura 2FOQ o cerrada. En el panel B se muestra la superposicion de tres estructuras, la
estructura cristalografica con cédigo PDB 2ABL (rojo), la estructura con cédigo PDB 2FO0 en azul y
las coordenadas finales de la trayectoria . Ncap-SH32-C2Q-S69A y su replica (morado)
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4.2.3.2 Analisis de la rigidificacion del segmento C3-2, mediante la

mutacion S140P

En este punto, se decidid probar el efecto contrario, es decir, en lugar
de aumentar la flexibilidad del conector, se sustituyé la SER140 por una
prolina y se observd como esta mutacion afectaba al comportamiento
dinamico. Se realizaron dos simulaciones de dinamica molecular, siguiendo el
mismo protocolo que en las anteriores, para generar sendas trayectorias de
250 ns de duracion. Una simulaciéon se realizé con la estructura que
corresponde al tdindem en conformacion cerrada, en ausencia de Ncap y C2Q, y
la otra con la misma mutacion, incluyendo la secuencia C2Q. Como se observa
en la Figura 4.22, el RMSD de la trayectoria se mantiene alejado de las dos
estructuras cristalograficas de referencia en la trayectoria SH32-S140P,
mientras que en la SH32-C2Q-S140P, observamos cémo a lo largo de la
trayectoria el tandem se mantiene con un valor de RMSD mas cercano a la
estructura cristalografica cerrada. Si analizamos los valores de los
descriptores D1 y D2, podemos observar como la trayectoria con la
construccion SH32-S140P adopta una conformaciéon que no coincide con los
valores de la conformacion abierta ni cerrada, mientras que en el caso de
SH32-C2Q-S140P se mantienen cercanos a los de la conformacién cerrada.
Estos resultados indican que, efectivamente, la introduccion de la prolina en
C3-2 modifica el comportamiento dindmico del tdndem y confirman la
capacidad de la region C2Q de estabilizar la conformacion cerrada. Al analizar
los angulos diedros de los residuos de la region C3-2, observamos cémo la
introducciéon de la prolina ha modificado, no sélo el comportamiento la
posicion 140, sino también el comportamiento de los restos colindantes
ASN139 y la VAL138, algo que se corrige parcialmente en la trayectoria SH32-
C2Q-S140P.
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Figura 4.22 Comportamiento del tindem SH32 en las trayectorias para los constructos SH32-
S140P y SH32-C2Q-S140P. En el panel A se muestra el RMSD (paneles de la izquierda)
acompanado de la frecuencia (paneles de la derecha) de los descriptores D1 y D2 a lo largo de las
trayectorias Ncap-SH32-3GLY y SH32-C2Q-3GLY. El color rojo corresponde a la trayectoria usando
como referencia la estructura cristalografica 2ABL o abierta, mientras que el color azul corresponde
a la estructura 2FOQ o cerrada. En el panel B se muestra la superposicion de tres estructuras, la
estructura cristalografica con coédigo PDB 2ABL (rojo), la estructura con cédigo PDB 2FO0 en azul y
las coordenadas finales de la trayectoria . Ncap-SH32-C2Q-S69A y su replica (verde)
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En la Tabla 4.2 se muestra el RMSD medio para cada uno de los
dominios modulares y el de la secuencia C3-2, calculado de forma individual
para las trayectorias con la prolina en la posicion 140. Al comparar los valores
obtenidos con los anteriores Tabla 4.1 observamos cémo, a diferencia del
resto, la introduccién de la prolina produce un aumento generalizado del
RMSD de los dominios modulares, lo que indicaria que la rigidificacion del C3-
2 ha provocado un cambio estructural en los dominios modulares, en especial
en el dominio SH3; algo que se agrava en la trayectoria en la que se encuentra
presente la region C2Q. Esto podria ser debido a la incompatibilidad en la
union del dominio SH3 a la secuencia C2Q en presencia de la prolina en la
posicion 140. Esto evidencia que los residuos que ocupan tanto la posicién
140 como los colindantes son claves en el equilibrio conformacional del
tdndem y, por lo tanto, vitales para la regulacion de la actividad de la quinasa
de tirosina cAbl. Estos residuos no sélo ejercen de articulaciéon en el cambio
conformacional de cAbl, sino que, ademas, parecen modular las

conformaciones posibles.

Tabla 4.2 RMSD medio a lo largo de las trayectorias, calculado individualmente para cada dominio y
el segmento C3-2, considerando solamente los atomos del esqueleto peptidico.

SH32-S140P SH32-C2Q S140P
SH3 1,95 2,85
C3-2 3,97 0,59
SH2 1,10 1,01

4.2.4 Simulaciones de metadinamica

Gracias a la simulaciones de dindamica molecular hemos podido
detectar los residuos clave en el equilibrio conformacional del tindem SH32 y

observar como las regiones Ncap y C2Q modificaban este mismo equilibrio.
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Sin embargo, seguimos sin saber si es posible que existan otras
conformaciones del tAindem una vez la quinasa es activada, ni tampoco si la
conformacion que hemos denominado como abierta observada en las
trayectorias y que coincide con la estructura cristalografica 2ABL, es la
conformacion final que adopta el tAindem una vez la quinasa es activada, o si es
s6lo un estado intermedio que puede adoptar otras conformaciones por
interacciones con otras proteinas o con otras regiones de la propia cAbl. Decir
en este sentido que aunque la conformacion sea accesible durante las
trayectorias de dinamica molecular, aunque nos aporta mucha informacioén no
nos puede asegurar que se trate de la conformacion mas poblada. Para
responder a estos interrogantes, se decidi6 aplicar metodologias
computacionales que nos permitieran obtener mas informacién sobre el
equilibrio conformacional del tAindem y como éste cambia en presencia de los

diferentes elementos estructurales.

Como se describe con detalle en la Seccién de Materiales y Métodos
5.1.6, la metadinamica es una metodologia que permite realizar una
exploracion intensiva en el espacio de una o varias coordenadas de reaccion,
afiadiendo un sesgo en forma de potencial energético para facilitar que el
sistema visite el mayor nimero de estados diferentes. Esto permite una
estimacion de la superficie de energia libre en el espacio de las coordenadas

de reaccion.

Durante la metadinamica el sistema es libre de explorar el espacio
conformacional, al igual que en una simulacién de dinamica molecular comun,
pero se registran todas las posiciones que visita el sistema dentro de las
coordenadas de reaccion. A intervalos de tiempo fijos se registra y se afiade un
potencial de energia siguiendo la funcién gaussiana de distribucion. Centrada

sobre el eje de las coordenadas en las que se encuentra el sistema y con una
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variancia predefinida. Cada vez que el sistema vuelve a visitar las mismas
coordenadas se vuelve afiadir un potencial de energia, que se suma al que
existia anteriormente. Esto permite que el sistema salga de minimos locales y
explore todo el espacio disponible. Una vez todos los minimos locales han sido
rellenados con este potencial energético, el sistema puede explorar el espacio
de las coordenadas de reacciéon como si no existieran diferencias de energia
libre entre ellos Figura 4.23. Una vez finalizada la metadinamica, se
reconstruye la superficie de energia libre en las coordenadas de reaccién
mediante la contabilizacion de la distribucidon de estados. Esta superficie de
energia libre nos permitira conocer como de poblado esta un estado segun las
coordenadas de reaccion, siendo las areas de baja energia libre, las mas
probable, asi como las de alta energia, que seran las menos pobladas.
Evidentemente, dicha distribuciéon debe ser normalizada por el potencial
energético afiadido, para lo que se aplica la metodologia conocida como
WHAM (Weighted Histogram Analysis Method), que se describe en detalle en

las siguientes referencias [226, 227].

De esta forma, la metadinamica aplicada a nuestro sistema, nos puede
permitir conocer las diferencias de energia libre que existen entre las
conformaciones abierta y cerrada, asi como si existen otras conformaciones
con posibilidad de ser pobladas. Ademds, podemos hacer un estudio
complementario para entender como afectan a la distribucion de
conformaciones, tanto la triple mutacion a glicina de la secuencia de conexién

C3-2 como la presencia de las regiones Ncap y C2Q.
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Figura 4.23 Ejemplo hipotético de una metadinamica realizada con dos coordenadas de
reaccion Sx y Sy a lo largo del tiempo. Cada panel esta divido en 4 secciones, las dos superiores
representan la superficie de energia libre en una proyeccién bidimensional, es decir, para ambas
coordenadas de reaccién. En azul se representan las coordenadas que explora la simulaciéon para el
tiempo t. En la parte inferior de cada panel se representa la superficie de energia libre
unidimensional con una linea negra y gruesa. Con lineas finas se representa el potencial de energia
afadido a medida que la simulacién de metadinamica avanza en el tiempo, siendo de nuevo el
punto azul las coordenadas que se encuentra explorando para ese instante t [147]
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Como esta detallado en la Seccién 5.6 de Materiales y Métodos, la
seleccién de las coordenadas de reaccion es un aspecto critico en estos
calculos, ya que debemos definir con la mayor exactitud posible el proceso
bajo estudio. Estas coordenadas han de ser lo suficientemente amplias como
para no enmascarar estados relevantes para el proceso bajo estudio, al tiempo
que no deben ser demasiado grandes, ya que llevaria mucho tiempo completar
la exploracion de todo el espacio. Una estrategia para asegurar que estamos
usando unas coordenadas de reaccion que describan correctamente todos los
grados de libertad del proceso es aumentar el nimero de coordenadas; es
decir, aumentar la dimensionalidad del espacio a explorar.
Desafortunadamente, utilizar mas de tres coordenadas, es sencillamente
demasiado costoso. Pero el uso de mas de tres coordenadas de reaccion es
posible si aplicamos la metodologia conocida como intercambio de sesgos
(Bias Exchange [36]) a las metadinamicas. Esta metodologia consiste en lanzar
varias réplicas de forma paralela, cada una de ellas explorando una o dos
coordenadas de reaccion diferentes y, a intervalos de tiempo fijado, se
emparejan al azar para intercambiar las conformaciones que se encuentran
explorando entre ellas, siempre y cuando se acepte el criterio probabilistico
conocido como METROPOLIS, detallado en la Secciéon 5.1.6 de Materiales y
Métodos, donde la probabilidad de cambio es inversamente proporcional a la
diferencia de energia potencial entre las coordenadas de reaccidon de las
conformaciones. Con la intencion de realizar una exploracion lo mas intensiva
posible del equilibrio conformacional del tandem, se seleccionaron cinco
coordenadas de reaccion. Las tres primeras, llamadas S1, S2 y S3, se basan en
el RMSD de la estructura durante la dinamica respecto al de las cristalograficas
(abierta y cerrada), mientras que las que hemos llamado D1 y D2 son angulos

diedros formados por los centros de masas de varios residuos que, como
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hemos mencionado anteriormente, definen la orientacién relativa de los

dominios modulares (Seccion 4.2.1.1)

Para las coordenadas de reacciéon basadas en el RMSD es necesario
definir unos limites para impedir la exploracién indefinidamente del espacio
de RMSD. Estos limites pueden, por un lado, enmascarar estados intermedios
inesperados, y, por otro, aumentar el espacio de exploracién
innecesariamente. Por ello, y con la intenciéon de llegar a un compromiso,
hemos utilizado lo que se conoce como coordenadas de reaccion de camino
(path collective variables). Como se describe en detalle en la Seccién 5.6.1 de
Materiales y Métodos, esta metodologia ha demostrado su eficiencia para
describir procesos de dos estados finales A y B definidos a priori. En nuestro
caso estos dos estados finales corresponden a las estructuras la abierta y la
cerrada. Las coordenadas de reaccién de camino nos indican en qué punto se
encuentra una configuracion dada en el espacio que conecta ambas formas,
obteniendo un valor que indicaria a cual de estas dos se encuentra mas
proxima. Tanto S1 como S3 usaron como referencia la conformacion abierta
(2ABL) y la cerrada (2F00), pero mientras en S1 evaluamos el RMSD de todo
el tdndem, en S3 solamente se calcul6 el RMSD de la region de conexion C3-2,
comprendida entre los residuos (238 a 253). Por otro lado, la coordenada de
reaccion S2 es complementaria a las anteriores, siendo su mision la de impedir
la deriva excesiva de las estructuras en el espacio del RMSD que separa ambas
estructuras finales, y nos indica la distancia a la que se encuentra una

configuracion dada del camino que conecta ambos estados finales.

Estas coordenadas de reaccion aunque son ideales para este tipo de
casos en los que queremos comparar dos estados y averiguar si existen otros

intermedios no esperados. Sin embargo, es de vital importancia el uso del los
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descriptores D1 y D2 para completar el estudio, ya que estos descriptores

definen muy bien la orientacion relativa de los dominios .

Para el estudio del tdndem de dominios modulares de cAbl se
produjeron 4 metadinamicas diferentes. Una partiendo de la estructura del
tdndem aislado (SH32n), una segunda del tdndem con la triple mutacion a
glicina en el conector C3-2 (SH32-3GLYw), una tercera con la region Ncap
(Ncap-SH32n) y finalmente el tAindem acompafiado de secuencia de conexion
C2Q (SH32-C2Qm). Como estructuras de partida se tomaron las coordenadas
resultantes del ultimo paso de equilibracion de las dinamicas de la seccién
anterior. Siguiendo el protocolo de la Seccion 5.6 de Materiales y Métodos, se
generaron 32 replicas para cada metadinamica, cada una sesgada en dos
coordenadas de reaccidon diferentes permitiendo el intercambio entre ellas
(Bias Exchange) y produciendo, para cada replica, 400 ns de simulacion, de
forma que para cada estructura se llevo a cabo un total de 12800 ns de

simulacion.

En el Apéndice 9.3, se muestran las superficies bidimensionales de
energia libre reconstruidas a partir de cada simulaciéon de metadinamica en
funcion de las coordenadas de reaccion de camino S1 y S2, S3 y S1 y por los
descriptores D1 y D2. No obstante, la proyeccion de la superficie de energia
libre en estas coordenadas de reaccién, aunque aporta informacién
interesante es inusual y requiere una descripcion mas detallada. Con el
objetivo de mejorar la compresion de los datos obtenidos por estas
simulaciones de metadinamicas se decidi6 reconstruir la superficie de energia
libre en un espacio bidimensional pero utilizando como variables de reaccién
el RMSD respecto a la conformacién abierta y cerrada del tandem. Es decir,
para cada instante de las trayectorias de las metadindamicas, se obtuvo el

RMSD respecto a la conformacion abierta (2ABL) y cerrada (2F00), y se
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reconstruyo la superficie de energia libre como si hubiéramos usado el RMSD
como coordenadas de reacciéon. Con ello obtenemos unas superficies de
energia libre de mas facil compresion, que se muestran en la Figura 4.24,
donde dedicaremos especial atencion a los valores de energia libre que
corresponden a la conformacién cerrada y abierta de las estructuras

cristalograficas, y resaltadas en la figura con un rectangulo.

En la Figura 4.24 panel A se representa la superficie de energia libre
que corresponde a la metadindmica del tandem aislado SH32yv, donde
observamos la existencia de dos regiones principales donde se aglutinan las
coordenadas con los valores mas bajos de energia libre (< 4 kJ-mol-1), uno
situado en el area que corresponde a la conformacion cerrada y el segundo en
la conformacion que corresponde a la abierta. En un segundo plano
encontramos una amplia regién alejada en RMSD de ambas estructuras, con
valores de energia libre entre 4 y 8 k]-mol-1. Esta conformacion, al igual que la
abierta, presenta una disposicion relativa de los dominios que resulta dificil de
adoptar si se mantienen las interacciones intermoleculares tipicas de cAbl
cuando se encuentra autoinhibida. Esto nos indica que, en ausencia de otros
elementos de la quinasa o de otras proteinas, el tandem presenta una
distribucién conformacional principalmente bimodal. La regién que
corresponde a la conformacion cerrada, se encuentra limitada por una

pequefia barrera con valores de energia libre de 20 kJ-mol-1.

En la Figura 4.24 panel B mostramos la superficie de la energia libre
obtenida de las simulaciones de metadinamica de la construccién SH32-C2Qum
en el espacio del RMSD, donde observamos una unica y amplia region donde
se concentran los valores minimos de energia libre. Esta area corresponde a la
configuracion cerrada del taindem. El drea colindante a esta regién incrementa

rapidamente su energia libre a medida que nos alejamos en RMSD de las
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coordenadas cercanas a la configuracion cerrada, estando la region mas
cercana a la configuracién abierta por encima de los 50 kJ.mol-1. Todo esto
confirma que la presencia del conector C2-Q, desplazara la distribucién
conformacional del tandem hacia la conformacién cerrada, de forma que debe
ser indispensable la perdida de interacciones entre SH3 y el C2-Q para el
cambio de conformacién y activacion de cAbl. Esto refuerza el papel del
conector C2Q como un elemento vital en el mecanismo de autoinhibicién de

cAbl.

Es interesante seflalar que cuando se compara la superficie de energia
libre obtenida para el tdndem aislado SH32u con la obtenida para el
constructo con la region conectora C2Q (SH32-C2Q) el area de mas baja
energia y de menor RMSD respecto a la estructura cerrada no se encuentra en
la misma posicién en ambos casos. Asi, en la simulacién de metadinamica del
constructo SH32u, se encuentra ligeramente desplazado y aislado, es decir
rodeado por valores de energia libre elevados, alrededor de los 20 kJ-mol-1.
Esto podria indicar, por un lado, que la conformacién observada en la
estructura cristalografica 2FO0 solamente se encuentra poblada siempre y
cuando el conector C2Q se encuentre disponible para interactuar con el
dominio SH3 y, por otro, que una vez el tindem adopta una conformacién
cercana a la cerrada, ésta puede mantenerse en durante un tiempo al quedar
dentro de una region con baja energia rodeada por una barrera energética

elevada, C2Q.
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Ncap-SH32,, (grupo #1)

Figura 4.25 Muestra representativa de las estructuras que se encuentran en coordenadas de
interés de la superfice de energia libre. En los paneles de la derecha se presenta 1% de las
estructuras que forman el grupo (cian) superpuesta con las estructuras cristalogréficas
correspondientes a la confomracion abierta, (rojo) y la conformacién cerrada (azul). En los paneles
de la izquierda se representa los valores de D1 y D2 para todos los miembros del grupo.
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Al estudiar la superficie de energia libre para el constructo con la
region Ncap en el panel C de la Figura 4.24, lo primero que observamos es que
la regién que corresponde a la conformacion abierta presenta valores de
energia libre muy altos, entre 25 y 16 kJ-mol-1, es decir, que esta
conformacion en presencia del segmento Ncap es muy poco probable en la
distribucién conformacional del tdindem. Por el contrario, la conformacién
cerrada presenta valores de 8 kJjmol-1, estando mas favorecida. Ademas
observamos que, a diferencia de lo observado en la metadinamica de SH32y,
esta regidn no se encuentra limitada por un area de alta energia libre, lo que
nos indicaria que la uniéon de Ncap al tandem desplaza el equilibrio
conformacional del tandem hacia la conformacion cerrada, y, por tanto, facilita
la unién de la region C2Q al dominio SH3. Esto podria indicar que la
interaccion con el Ncap pueda constituir un paso previo a la unién del C2Q

cuando cAbl pasa del estado activado al autoinhibido.

En estas graficas también observamos dos regiones de menor energia
libre de la superficie, (<4 kJ-mol-1) en un area alejada en RMSD de la
conformacion abierta y cerrada. Las estructuras que se encuentran en esta
area, como se observa en detalle en la Figura 4.25, aunque presentan un RMSD
de mas de 6 A respecto a la conformacién abierta, tienen una orientacién
relativa de los dominios modulares parecida. De esta forma, en presencia de
Ncap el tdndem puede poblar con facilidad conformaciones con los dominios
en una orientacion relativa diferente a la de la conformacion cerrada, pero
ambos minimos se encuentran separados por una amplia barrera con valores
de energia libre altos. Esto junto a los resultados de las simulaciones de
dinamica molecular sugiere que las interacciones de Ncap con el tandem,
tienen una doble funcién. Por un lado, como hemos observado en las

simulaciones llevadas acabo con la construccién Ncap-SH32-S69A, la pérdida
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de las interacciones que establece Ncap con el tdndem desencadena que el
tdndem cambie rapidamente de conformacion. Esto indicaria que Ncap actia
como interruptor del cambio conformacional del tandem hacia la
conformacion abierta. Pero otro lado, como observamos de la superficie de
energia libre, mientras Ncap permanece unido al tdndem no se favorece
Unicamente la conformacion cerrada, sino que aparece una tercera
conformacidon no observada en ningun otro caso. De forma que ademas de
interruptor Ncap actuaria como modulador del equilibrio conformacional,
favoreciendo una conformacidn del tAindem que en el contexto de cAbl podria
corresponder a un estado activo con sus propiedades Unicas o bien a un estado

intermedio.

El efecto modulador de Ncap sobre el equilibrio conformacional del
tdndem que especialmente patente al comparar la superficie de energia libre
proyectada para los descriptores D1 y D2 (ver Apéndice 9.2) para las
diferentes simulaciones de metadinamica. En contraste al resto de
constructos, en la metadindmica Ncap-SH32M encontramos que la mayoria de
las coordenadas en el espacio conformacional de D1 y D2, presenta valores
por encima de los 50 kJ-mol-1, quedando solamente dos pequefias areas con
valores por debajo los 4 kJ-mol-1 y que por tanto se encontraran pobladas en

la distribucién conformacional.

Esto seria un buen indicativo, de que en efecto existen diferentes
estados de activacion de la quinasa de tirosina cAbl dependiendo del estimulo
de activacion. Es decir, si cAbl es activada mediante las disrupcion de las
interacciones intramoleculares del dominio SH3, el tandem puede no
encontrarse en la conformacidon cerrada, pero mientras Ncap permanezca
unido al tdndem, esta conformacién no sera la que hemos definido como

abierta, sino la tercera conformacion mencionada anteriormente. Aunque es
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cierto que ambas conformaciones se encuentran separadas por una amplia
barrera. Por otro lado, si cAbl, una vez activada, también pierde las
interacciones de Ncap, por ejemplo por la accion de una fosfatasa de serina, el
tdndem adoptaria mayoritariamente la conformacién que hemos definido

como abierta.

Aunque con la informacién disponible tampoco podemos descartar la
posibilidad que para que el tdindem en conformacidn abierta pueda volver a la
conformacion autoinhibida, la unién de Ncap al tandem fuera un paso previo,
es decir que seria necesaria la accién de una quinasa de serina para fosforilar
la SER69 y asi restablecer las interacciones con el tandem. Es decir se trataria
de un paso intermediario de la activacion de cAbl, mas que un estado activado

diferente.

Por otro lado en el mapa de superficie para la energia libre de la
estructura con la secuencia de conexion C3-2 cuyos residuos clave han sido
substituidos por glicinas (SH32-3GLYwm), Figura 4.24 panel D observamos la
existencia de varias regiones con bajos valores de energia libre (<4 kJ-mol1)
repartidas por varias zonas del espacio del RMSD, la mayoria en regiones de
RMSD alejadas tanto de la estructura cerrada como de la abierta y adoptando
orientaciones relativas de los dominios (Figura 4.25) incompatibles con la
estructura de cAbl autoinhibida. Asimismo estas regiones se encuentran
delimitadas por amplias zonas con valores de mas de 20 kJmol-1 de energia
libre. El enorme cambio de la distribucién conformacional respecto a la forma
nativa del tAindem confirman la importancia de los residuos en las posiciones
139, 140 y 141. en la determinacidon del equilibrio conformacional del tandem.
También es interesante destacar cdmo las dos conformaciones mayoritarias
de la distribucién conformacional en el tAindem en su forma nativa, SH32M,

estan separadas por una barrera de energia libre que no presenta valores
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superiores a los 16 kJ-mol-1, mientras que en SH32-3GLY, las conformaciones
mas probables se encuentran separadas por regiones con valores que llegan a
superar los 25 kJ-mol-1. Es decir, una molécula del tandem nativo que se
encuentre en la conformacion abierta, puede cambiar con relativa frecuencia
a la conformacion cerrada y viceversa, lo que a su vez se correlaciona muy
bien con el caracter transitorio de la activacion de cAbl. Todo lo contrario que
sucede al mutar el conector C3-2, SH32-3GLY, donde una vez una molécula del
tdndem adopta una de las conformaciones de baja energia libre, debe superar
una alta barrera energética para cambiar de conformacion, de forma que no se
observaran cambios conformacionales con la misma frecuencia. Este
comportamiento podria explicar porque las formas de BCR-ABL con
mutaciones en la posicion 140 presenta una especial resistencia al inhibidor
Gleevec, ya que no solamente la conformacidon cerrada se encontraria poco
poblada, sino que ademas, el equilibrio conformacional estaria desplazado
hacia conformaciones donde el tandem presenta una organizacion de
dominios incompatibles con el mecanismo de autoinhibicién, eliminando
cualquier efecto remanente que pudiera tener el dominio SH3 de la forma

oncogénica sobre la regulacion.

4.2.5 Estudio por calorimetria diferencial de barrido de las

construcciones del tandem SH32

Con la intencion de validar experimentalmente las conclusiones
obtenidas de las simulaciones de dinamica molecular, en nuestro grupo de
investigacion se ha abordado, de forma paralela, el estudio termodindmico del
equilibrio conformacional de las diferentes construcciones del tindem SH32
de cAbl (Apéndice 9.2). Para ello se clonaron las secuencias que corresponden

al dominio SH3, al domino SH2, al tAndem SH32, al tAndem con la secuencia
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C2Q (SH32-C2Q) en E. Coli Dichas construcciones se purificaron y expresaron
siguiendo el protocolo del Apéndice 9.1. Se procedié a la caracterizaciéon
mediante calorimetria diferencial de barrido de su equilibrio conformacional.
Desgraciadamente, no ha sido posible encontrar condiciones en las que el
desplagmiento térmico de los dos dominios, SH2-cAbl y SH3-cAbl aislados sea
simultdneamente reversible, lo que ha imposibilitado el analisis cuantitativo
de las trazas calorimétricas y la obtencion de parametros termodinamcos
fiables. No obstante, como se describira a continuacién, la comparacion de las
trazas calorimétricas nos permitira inferir algunos resultados interesantes de

forma cualitativa.

En la Figura 4.26 panel A, se comparan los termogramas del tandem en
ausencia y presencia de la secuencia C2Q, asi como los correspondientes a los
dominios SH3 y SH2 de forma individual. En ausencia de la secuencia C2Q,
podemos observar que existen dos transiciones, que corresponderian
aparentemente con la desnaturalizacion de los dominios individuales. En
presencia de C2Q, se observa un Unico pico muy agudo, lo que indica que la
interaccidn con la secuencia de conexion induce una cierta cooperatividad en
el desplegamiento del tAndem. Este cambio en el comportamiento, junto a los
experimentos de intercambio de hidrégeno/deuterio y de espectrometria de
masas, asi como el comportamiento del tdindem en presencia del C2Q indican
que el C2Q de cAbl tiene una afinidad suficiente por el dominio SH3 como para
mantenerse unido a él, en ausencia del dominio quinasa y que esa interaccion
de alguna manera se transmite al dominio SH2 mediante interacciones

cooperativas.
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Figura 4.26 Dependencia de la capacidad calorifica molar parcial con la temperatura para las
diferentes construcciones ensayadas, obtenidas a partir de los experimentos en fosfato
soédico 50 mM pH7.0 . Los simbolos representan los datos experimentales, mientras que las lineas
continuas corresponden al mejor ajuste al modelo de equilibrio de desplegamiento de dos estados.
En el Panel A, se representan los termogramas para las construcciones: dominio SH3 (rojo),
dominio SH2 (negro), tandem SH32 (verde) y tandem SH32 acompafiado de la secuencia de
conexion C2Q (azul). En el panel inferior se representan los termogramas correspondientes a las
siguientes construcciones: tandem de los dominios SH32 (verde), tandem SH3 SH2 acompariado de
la secuencia de conexién C2Q (azul), tAndem SH32 acompariado de la secuencia de conexion C2Q
con el conector de los dominios C2Q con las posiciones 139, 140 y 141 mutadas a glicina (cian) y
tdandem SH32 acomparado de la secuencia de conexion C2Q con el conector de los dominios C2Q
con la posicién 140 mutada a prolina (rosa).

En la Figura 4.26 panel B, se muestran los termogramas para las
diferentes construcciones del tAindem aislado (SH32), con la secuencia C2Q
(SH32-C2Q), asi como las respectivas construcciones con las mutaciones en la

secuencia de conexiéon entre dominios C3-2 (SH32-C2Q-S140P y SH32-C2Q-
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3GLY). Podemos observar que en la presencia de la triple mutacidn a glicina, el
comportamiento del tAindem no cambia significativamente con respecto a la
forma salvaje, existiendo, un so6lo pico muy agudo, aunque la Tm se ha
desplazado algunos grados a temperaturas mas bajas, lo que indica una
desestabilizacion asociada, probablemente, al aumento de la entropia

conformacional del estado desplegado.

En cambio, la presencia de la prolina en la construccion SH32-C2Q-
S140P genera un termograma en el que aparecen dos picos, al igual que en el
tdndem SH32 aislado, de modo que, ain en presencia de la secuencia de
conexion C2Q, los dominios permanecen desacoplados. Esto indica la pérdida
de cooperatividad con respecto a la construccion silvestre SH32-C2Q. Esto esta
de acuerdo con los resultados de las simulaciones, indicando que el resto
prolina en la secuencia de conexion entre ambos dominios impide la adopcién
de la conformacion necesaria para interaccionar con la secuencia C2Q. En las
trayectorias de dinamica molecular, el dominio SH3 sufre un cambio de
conformacion, algo que puede estar relacionado con la tension entre el cambio

de conformacidn que provoca la prolina y la interaccion con la secuencia C2Q.

Por consiguiente, aun a nivel cualitativo, los experimentos de DSC
validan las principales conclusiones del estudio computacional. Esto es,
confirman la relevancia de la regiéon C3-2 en la determinaciéon del equilibrio
conformacional del tindem SH32. Asi mismo, confirman que la secuencia C2Q
es capaz de modificar el comportamiento del tdindem en ausencia de ningin
otro elemento de la quinasa, lo que indica que esta interaccion podria tener
una afinidad mayor que la detectada para la subfamilia Src, adquiriendo, por lo

tanto una mayor relevancia en al inactivacion de la quinasa.

Finalmente, hemos visto como las interacciones de la secuencia C2Q, en

ausencia de la quinasa, reconfiguran el espacio conformacional del tandem,
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haciendo que la configuracion mas estable sea la cerrada. Esto, sumado al
desplegamiento cooperativo observado por DSC del tandem SH32 en
presencia de C2Q, reforzaria la idea de que la interaccion entre C2Q y el
dominio SH3 es mayor de lo que se pensaba y que responderia a la necesidad
de aumentar la estabilidad de la conformacidon cerrada en ausencia de las
interacciones que establece el extremo C-terminal con SH2 en la subfamilia de

quinasas de tirosina de Src.

4.3 CONCLUSIONES

Del analisis del equilibrio conformacional del tindem de los dominios

SH3 y SH2 de cAbl realizado se desprenden las siguientes conclusiones:

1) El tandem SH32 de cAbl en ausencia de las interacciones de Ncap o
C2Q se encuentra en un equilibrio conformacional en el que las dos
orientaciones relativas detectadas mediante el analisis de las estructuras

cristalograficas son mayoritarias.

2) El equilibrio conformacional del tdndem se encuentra modulado
gracias a las propiedades de la secuencia que conecta ambos dominios
modulares, C3-2. El conector C3-2 es responsable de limitar la entropia
conformacional del tdindem de dominios modulares, otorgandole suficiente
libertad para que el dominio SH3 se desplace para reconocer ligandos y liberar
el dominio catalitico, a la vez que limita las conformaciones posibles para que
el dominio SH3 se mantenga unido a la secuencia enlace C3-2. Se destaca
asimismo el papel de los residuos que se encuentran en las posiciones 139,

140y 141.
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3) Tanto las simulaciones de dinamica molecular, como las de
metadinamica indican que la region Ncap tendra un papel destacado en el
mecanismo de regulacion de la quinasa cAbl, pudiendo actuar tanto como

interruptor de la actividad como un modulador del estado activado de cAbl.
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5.1 Anintroduction to molecular dynamics of biomolecules

A dynamic model has replaced the early view of proteins as relatively
rigid structures. The internal motions and conformational changes play an
essential role in their function. These can be small scale motions involving
atomic fluctuations around an average structure, or can involve large-scale
reorganization of the molecular machinery. The experimental study of these
internal motions is not trivial because most experimental techniques provide
average values for the entire ensemble of conformations making it hard to
dissect the individual contribution of each element of the biomolecule to the
macroscopic observable. In contrast, molecular dynamics (MD) simulations
can provide detailed information of a system at atomic level, calculating the
positions of all atoms in the macromolecule as a function of time from an
initial set of coordinates. This technique provides mechanistic information at
the microscopic level of relevance to address specific questions about the
molecular origin of the macroscopic properties of the system. Consequently,
over the last decades, MD simulations have emerged as an extremely valuable
and widely used technique, providing a complementary perspective to

experimental studies.

5.1.1 The fundamentals of the methodology

The essential principles of MD were established in the late 1950s [148]
and early 1960s [149]. Fifteen years later, with more computational power
available and more elaborated methodological concepts, the first protein
simulation was performed [150, 151]. In principle, the simulation of the
behaviour of atomic particles would require an exact quantum mechanical
treatment of every atom within a molecular system [152], However, this ab

initio method often takes enormous amounts of computer time and memory,
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being only analytically possible for small molecules. The problem of
computational expense can be alleviated through simplification schemes,
using approximations to the wave functions. Nonetheless, for large molecules
this approach introduces errors that escalate exponentially as the molecule
increases in size and complexity. An alternative way to describe the
interactions between atoms is based in the application of Newton’s laws of

motion to the atoms of a particular system. Eq (5.1).
(Eq.5.1) F=md

In this approach, each atom in the system is considered as a point with
a mass (mj;), corresponding to the nuclear mass of the atom. Then, the
molecule is treated as a classical system of particles where the motion is
driven by the momentum of each particle. Every particle i in the system is

described by Newton's differential equation of motion Eq (5.2).

d’rit) _ Fi
(Eq.5.2) a Som
(Eq.5.3) F, = —=0V(ry,...,ry)/0r1;

For this purpose we need to be able to calculate the force, denoted by
F;, at certain time (f) acting on the atom i at coordinates ri. This approach
requires calculation of the local gradient of the potential energy V(r), which,
therefore, must be a differentiable function of atomic coordinates ri. (Eq. 3).
The potential energy map is defined by a set of semi-empirical equations,
known as the force field, and defines the behaviour of the atomic relations,
such as electrostatic and van der Waals interactions, as a function of the
position of every particle in the system. This will be described in detail in the

Section 5.1.4
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Any simulation will start from an initial set of atomic positions and
velocities. The initial configuration for a molecular system can be obtained
from different sources: X-ray structures, nuclear magnetic resonance (NMR),
computational models, etc. On the other hand, the kinetic energy of any atom
is related to the state of the system, and more specifically to its temperature.
At any time, the velocities for each atom are chosen randomly from a Maxwell-
Boltzmann or Gaussian distribution at a given temperature, which gives the
probability that an atom 7 has a velocity vix in the x direction at a temperature

T.

START

v

Maxwell’s Distribution

Initialize Positions and Velocities

v

—>| Calculate forces using Potential

ForceField

v

Thermostat Algorithm
Apply Thermostat and Pressure
Tensor

t+ At

N

Save coordinates Integration Algorithm

Update Position and Velocities

v
( TRAJECTORY )

Figure 5.1 The Global Molecular dynamics algorithm.

'AVWANWANWA'

Finally, the integration of equation 2 in a small time-step (4%), returns
the position of the particles in next time interval. The iteration of this process,

results in a trajectory, i.e, a set of discrete coordinates for each atom for each
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time step Figure 5.1. The potential energy is a function of the atomic positions
(3N) of all the atoms in the system. Due to the complicated nature of this
function, there is no analytical solution; it must be solved numerically,
following the algorithm called leap-frog/Verlet scheme [150, 151, 153]. That
scheme is one of the most accurate, stable, and yet simple and efficient

algorithm available for molecular dynamics [152].

Some MD packages, like GROMACS or NAMD, in order to reduce the
cost of computing full electrostatics, uses a multiple time-stepping integration
scheme. In this scheme, the total force acting on each atom is broken into two
pieces, a quickly varying local component and a slower long-range component.
The local force component is defined in terms of a splitting function. The long-
range component consists only of electrostatic interactions outside of the local
interaction distance. Since the long range forces are slowly varying, they are

not evaluated every time-step [153].

Highest frequency motions occurring in the system limit the length of
the time-step At in a MD. By freezing the high-frequency internal vibrations,
such as bond-length or possibly bond-angle vibrations, the highest frequency
motions threshold is increased, allowing longer time-steps. Several methods
exist for integrating the equations of motion of a molecular system in presence
of constraints, like the so-called SHAKE method [154], which is especially
appropriate for macromolecules. When simulating a macromolecular system
without constraints, a value of time-step of 0.5 fs is appropriate, whereas with
a time-step of 1.0 fs is recommended when bonds to hydrogen atoms are
constrained. When all bonds are constrained a time step of 2.0 fs is
appropriate. This would allow a factor of two to four times in computing

effort to be saved.
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5.1.2 Animportant matter: the treatment of boundaries

We run computer simulation programs to predict and study the
properties of a system in bulk. However, the size of the molecular system in a
particular simulation is limited by the memory capacity and speed of the
computer. It is important to consider that, no matter how large the simulated
system, the number of atoms in the simulation would be negligible compared
with the number of atoms contained in a macroscopic piece of matter. In order
to carry out a simulation that adequately represent a real system, the nature of
the boundaries of the model has to be carefully considered. This is generally
done by imposing a periodicity on the simulated system. In this way, the
biomolecule and the solvent are enclosed within a limited space (a periodic
boundary box) with penetrable walls to make the number of particles constant
throughout the simulation. We can imagine this box to be replicated to infinity
by rigid translation in all three dimensions, completely filling the space. The
content of one box is identical to that of all other boxes and any molecule
leaving the box on one direction must simultaneously enter it from the
opposite direction, so the concentration of material remains constant. Figure
5.2. In molecular simulations with periodic boundary conditions the
computational box may have five different shapes: triclinic, hexagonal , two

types of dodecahedrons, or a truncated octahedron [155]

181



CAPITULO 5

Figure 5.2 Periodic boundary conditions. The figure below illustrates the concept of periodic
boundary conditions in 2 dimensions. The central box represents the system we are simulating, while
the surrounding boxes are exact copies in every detail - every particle in the simulation box has an
exact duplicate in each of the surrounding cells. Even the velocities (indicated by the arrows) are the
same. This arrangement is imagined to fill the whole of space. A result of this is that whenever an
atom leaves the simulation cell, it is replaced by another with exactly the same velocity, entering from
the opposite cell face. So the number of atoms in the cell is conserved. Furthermore, no atom feels
any surface forces, as these are now completely removed

5.1.3 Constant temperature and pressure ensemble

Inside the box, where the simulation is carried on, the temperature and
pressure can be controlled. Usually the simulations are carried out under
isothermal-isobaric ensemble, were moles (n), pressure (P) and temperature
(7T) are conserved. This corresponds most closely to laboratory conditions
with a flask open to ambient temperature and pressure. Also, the use of a

thermostat can be motivated by other reasons, such as the study of
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temperature dependent processes or enhancing the efficiency of a

conformational search.

For a finite size system one may define an instantaneous temperature
T(t) , commonly defined in terms of kinetic energy through equipartition (Eq
5.4),

(Eq.5.4) T(t) = Zlamvla

where Ngris the number of degrees of freedom in the system, kg is
Boltzmann's constant and v;. is the velocity of the atom i in one of the a
corrdinate axis (x,y,z). Where the initial distribution of velocities is drawn

from the Maxwell-Boltzmann distribution

L 2
(Eq 55) p(vl a) (ZHRBT) exp I:_%n:(l:fl"a:l

In order to control the temperature of the MD, several methods have
been proposed [156-160]. An obvious way to alter the temperature is to scale

the velocities by a factor lambda.

(Eq. 5.6) A(t) = \/H (TT(‘;) )

The factor A is used to scale the velocities at each time-step, in order to
relax the temperature toward the desired temperature value To. The
relaxation rate is controlled by the time coupling constant t:. This algorithm
proposed by Berendsen [157] although it is efficient for relaxing the system to
the reference temperature, it does not allow for a proper sampling of the

canonical ensemble.

The Nosé-Hoover is a deterministic thermostat, first proposed by Nosé

[156] and later modified by Hoover [158] and consider the heat bath as an
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integral part of the system by addition of an artificial variable playing the role
of the thermodynamic friction coefficient evolving in time according the

difference between T(t) and To [161, 162].

dzri(t) __F; dar;
(Eq.5.7) o Sm g_dt

dé Zm%—NdkaT T(£)-Ty
(Eq.5.8) - = =

dt Q Q

The strength of the coupling is determined by a constant term Q and E

is the friction factor.

A possible alternative to the deterministic thermostat is the use of
stochastic Langevin thermostat [151]. This thermostat models the influence of
a heat bath by adding to the velocity of each particle a small random noise
(fluctuation) and a frictional force directly proportional to the velocity of that
particle. The random force term 7;(t) is randomly extracted from a Gaussian
distribution. These two factors are balanced to give a constant temperature.
The drawback of this thermostat is that momentum transfer is destroyed. So,
it is unadvisable to use Langeving thermostat for runs in which you wish to

compute diffusion coefficients

dzri(t) __F; dar;

(Eq. 5.9) O = A (o)

In constant pressure dynamics, the volume of the unit cell is adjusted
and rescales all atomic coordinates each step to make the computed pressure
approach the target pressure. The pressure is given by the Equation 10 where
0 is the interval virial for pair-additive potentials, Fj; is the force on particle i

due to particle jand rjis the distance between particles (ri-r;).

2
(Eq. 5.10) P = ;(Zi,a mvl, — 0)
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1
(Eq.5.11) 0= —1%imFy

The various methods for carrying out MD at constant pressure are
based on the same principles as the methods of temperature control, by the
modification of the equations of motions of each atom by the introduction of
an additional degree of freedom such as Langevin piston scheme [163-165] or
by embedding in the temperature control scheme the degrees of freedom of

unit cell vectors like Nose-Hoover barostat.

5.1.4 The molecular mechanics force field in biological macromolecules

In the context of MD of biological macromolecules, a force field refers to
the form and parameters of mathematical functions used to describe the
potential energy of a system of atoms. The core of any force field is the
potential energy function used to describe the relationship of the coordinates
of an atom to the potential energy, V, of the system of interest. The following
equation is a typical effective potential for a biomolecule of N atoms and

Cartesian position vectors r.

(Eq. 5.12)

1 2 1 2
Vi) = D 5Ky =b)*+ ) SKo(8 = 0))

Bonds angles
1
+ ) K+costr—+ ) S Kunp(@ =00
dihedrals impropers

nonbond

Rminij 12_ lenl] 6 +qLQJ
rl'j T Erij

The first term represents the covalent bond stretching interaction
along bond length b. It is a harmonic potential in which the minimum energy

bond length bo and the force constant Ky vary with the particular type of bond.
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The second term describes the bond angle bending interaction in similar form.
Two forms are used for the dihedral angle interactions: a harmonic term for
dihedral angles ¢ that are not allowed to make transitions, and a sinusoidal
term for the other dihedral angles y, which may make 360 degree turns.

(Figure 5.3)

e234

Figure 5.3 Force field bounded conditions term. Geometry of a simple chain molecule, illustrating
the definition of interatomic distance r»3, blend angle 6234 and torsion angle @1234.

The last term is a sum over all pairs of atoms and represents the
effective non-bonded interaction, composed of the Lennard-Jones potential,
used to treat the van der Waals (vdW) interactions and the Coulomb
interactions between atoms 7 and j with charges g;and g;at distance ry, used to
treat the electrostatic interactions. The choice of relative dielectric constant is

a matter of dispute. Values ranging from 1 to 8 have been used [166], while
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others take ¢ proportional to the distance r; [167, 168]. The Lennard-Jones
potential (also referred to as the L] potential, 6-12 potential, or 12-6 potential)
is a mathematically simple model that approximates the interaction between a
pair of neutral atoms, where ¢ is the L] well-dept, Rmin is the minimum
interaction radius and ry is the distance between the particles. Typically, ¢;
and Rminj; are obtained for individual atom types and combined for each
pairwise [169]. The computation of the pair-wise non-bonded interactions are
the most time-consuming part of a MD simulation; because of the non-local
and long range nature of the charge-charge interactions. Accordingly, several
approximations have been used during the last 20 years in order to reduce the
computational effort needed [170]. One of the simplest approximations is the
use of a cutoff distance that defines the maximum distance allowed between
pairs of atoms for their interaction to be computed, under the assumption that
the force between atoms can be neglected when they are largely separated.
Since the Lennard-Jones forces are short-range in nature, their contribution
seems to be properly modelled with such cutoffs, although more accurate
strategies have recently been reported [171, 172]. However, dealing with the
Coulombic term, the use of a cutoff is much more critical for the reliability of
the simulations [173, 174]. Accordingly, the treatment of long-range
interactions has been an active field of research in the last years and is still a
topic of considerable interest [175, 176]. The most alternative to truncation
most widely used is the Ewald summation procedure or the computationally
more effective Particle Mesh Ewald or PME [177]. The Ewald summation is a
technique for efficiently summing the interactions between ions and all its
periodic images. The infinite sum of charge-charge interactions for a system in
periodic boundary conditions is conditionally convergent, meaning that the
result of the summation depends on the order in which it is taken. Ewald

summation specifies the order as follows: sum over each box first, and then
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sum over spheres of boxes of increasingly larger radii [178]. In PME, the
charges are distributed over a grid points with weighting functions chosen
according to the distance of the respective grid points to the location of the
charge and the convolutions necessary to evaluate the sums are calculated via
fast Fourier transforms. This method significantly reduces the computation
time where the long-range electrostatic interactions are calculated in the more

efficient way using Fourier spaces.

The form of the Eq 5.6 is similar to that applied in early force fields and
is still the form used in biomolecular force fields. Nonetheless, a potential
energy function alone does not make a force field. It is a combination of the
potential energy function with the parameters used in that function. The
parameters for the bonded and non-bonded terms of the force field are
derived from quantum calculations and from thermodynamic, crystallographic
and spectroscopic data on a wide range of the systems. These parameters have
been developed to simulate a specific type of molecules. The force field
defines a set of parameters for each type of atom. For example, a force field
would include distinct parameters for an oxygen atom in a carbonyl functional
group or in a hydroxyl group. The typical parameter set includes values for
atomic mass, van der Waals radius, partial charge for individual atoms,
equilibrium values of bond lengths, bond angles, dihedral angles for pairs,
triplets and quadruplets of bonded atoms, and values corresponding to the

effective spring constant for each potential.

The most commonly used force fields to perform MD simulations of
biomolecules are, in alphabetical order, AMBER [179], CHARMM [180] ,
GROMOS96 [181] and Optimized Potentials for Liquid Simulations (OPLS)
[182]. The differences between these biomolecular force fields are subtle,

regarding details such as how improper (out of plane) torsions are described
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or how differences in the local charge distributions are dealt with.

Nonetheless, they all reproduce experimental data in a similar fashion [183].

5.1.5 The solvent models for biomolecules

The aqueous environment is an essential aspect for three-dimensional
structure and activity of the biomolecules [184, 185]. Many water models are
available in the literature for an accurate representation of the liquid water
[186, 187]. These models have been parameterized to reproduce physical and
thermodynamic properties such as the density, enthalpy of vaporization,
radial distribution functions, energies of hydration or dipole moment. Such

treatment may be performed using explicit or implicit models.

Implicit solvation models allow for a significant reduction in
computational time by assuming the solvent as a continuous medium. Early
implicit solvation models include simple treatments such as distance-
dependent dielectric constants (r-dielectric) and atomic solvent accessibility
based free energy contributions to solvation [188]. A significant improvement
in the treatment of solvation is the use of the Poisson-Boltzmann (PB) model,
where contributions from solvent polarization along with the asymmetric
shapes of biological molecules are taken into account [189]. Although the PB
equation has solid theoretical justification, it is computationally expensive
apply without additional approximations. Effective alternatives are the
generalized-Born (GB) based solvation models. These models are based on
modelling the protein as a set of spheres whose internal dielectric constant
differs from the external solvent [190]. In addition, both the PB or GB methods
can be combined with free energy solvent accessibility (SA) terms that account
for the hydrophobic effect, referred to as PB/SA or GB/SA approaches [191,

192]. Implicit solvation models have made significant advances in recent years
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[193], and are typically used in studies were an extensive sampling of
conformational space is required, such as in protein folding. However, these
models can fail when highly specific water-biomolecule interactions are

important.

The explicit water models used in biomolecular simulations are TIP3P,
TIP4P [194], TIP5P [195], the empirical simple point-charge (SPC) model
(SPC) [196] and extended SPC/E models [197].

In all of these models the movements of individual water molecules are
explicitly calculated. They can be classified attending to the number of points
used to define the model, the consideration of rigid or flexible structures, the
inclusion in the model of polarization effects. The simplest and probably the
most commonly used model for MD is TIP3P, which has three interaction sites,
corresponding to the three atoms of the water molecule with rigid geometry
(Figure 5.4). A point charge is assigned to each atom and, also, Lennard-Jones
parameters are considered for the oxygen atom. The more complex 4-sites or
5-sites models, such as TIP4P and TIP5P respectively, place the negative
charge either on a dummy atom (point M) placed at a distance of 0.15 A in the
oxygen along the bisector of the HOH angle, or on two dummy atoms
representing the lone pairs of the oxygen atom (Figure 5.4 Panel B). The TIP5P
is a 5-point model with four charges arranged tetrahedrally around the oxygen
atom (Figure 5.4 Panel C). The positive charges are located at the hydrogen
atoms at a distance of 1 A from the oxygen atom, close to the real distance in
the water molecule. The negative charge is located at the other two vertices of
the tetrahedron (sites t1 and t2) but at a distance of only 0.8 A from the
oxygen. These models improve the electrostatic distribution around the water
molecule, but result in significantly higher computational costs because of the

higher number of electrostatic interactions to compute.
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Figure 5.4 Schema of most common rigid Water Models. In the Panel A; The simplest model
used for TIP3P, SPC and SPC/E where all the atoms are in the same plane and where the partial
positive charges on the hydrogen atoms are balanced by an appropriately negative charge located
on the oxygen atom. The TIP3P and SPC models differ slightly in parameters of distance between
atoms and the angle HOH. In the Panel B; the four-site models, TIP4P, in this model the negative
charge shift from the oxygen atom to a point along the bisector of the HOH angle towards the
hydrogen atoms. The parameters for these two models are. In the Panel C; five-site model, TIP5P is
almost tetrahedral, charges are placed on the hydrogen atoms and on the two lone-pair sites close to
the oxygen atom (t1 and t2).

The SPC models are similar to the TIP3P models, albeit considering an
ideal tetrahedral geometry (i.e, H-O-H angle = 109.472) instead of the
observed angle. The SPC/E model includes a correction for polarization self-

energy that yields improved structure and diffusion properties [183].

Each water model has its own strengths, but all of them are far to be a
perfect prediction of the behaviour of the bulk water [198]. In the work of this
thesis we used TIP3P model for the entire simulations carried out in this work.
This model reproduce close enough the behaviour of the water molecules for
the purpose our analysis and also not increase the computational cost of our

simulations in a magnitude not affordable.
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Table 5.1 Time scale of molecular processes in proteins.

Type of motion Time Amplitude
Atomic fluctuation, fs To ps
Side chain motion (1015 - 1012 5) 14
Loop motion, ps To us
Collective motion (10-12 - 10 5) 1-5 A
Domain motion, us To ms
Subunit motion, Hinge- (106 - 103 5) 510 A
bending motion
Subunit ms To s
association, Folding (104 -10'5) <10 A

5.1.6 An introduction to metadynamics

It has been 25 years since the first MD of a biomolecule was performed.
The bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI) was simulated in vacuum with
a crude force field and the trajectory was calculated just for 9.2 ps long using a
relatively accurate X-ray structure available [150].Now, with a huge number of
structures available in the protein data bank (PDB), the refined force fields
and the speed of computers, MD simulations are progressively pushed to
larger systems, to perform combined quantum/molecular mechanics, and
longer simulation times. Such improvement has made possible to apply MD
simulations to a wide range of problems related with biomolecules, from the
characterizing the structural dynamics of proteins to elucidating mechanisms

of protein function. For example, the study of dynamics of protein-ligand
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systems makes possible the evaluation of important structural features of a
ligand/protein interface, such as intermolecular hydrogen bonds, contact area

and binding energy [199].

Also, MD simulations are a powerful approach to further our
understanding of the microscopic factors responsible for the conformational
stability of biomolecules, by means of Gibbs free energy calculations using an
analysis based on thermodynamic cycles and statistical mechanics. The first
approaches to get the free energy map (also known as a potential of mean
force or PMF) of a protein were achieved by free energy perturbation (FEP)
and thermodynamic integration (TI) methods [200, 201]. Sampling problems
may be encountered in FEP or TI when there are large energy barriers, which
do not allow an effective exploration of the conformational space within the
available computer power.The design of a molecular dynamics simulation
should account for the available computational power. Simulation size
(number of particles), time-step and total time duration must be selected so
that the calculation can finish within a reasonable time. With the computers
available now a day allow, classical molecular dynamics simulations can be
performed with time scales in the range of hundreds of nanoseconds.
Nonetheless, for large and complex systems, such as proteins or other
biomolecules, most phenomena of interest take place on time scales that are
orders of magnitude larger. To make statistically valid conclusions from the
simulations, the time span simulated should match the kinetics of the natural
process Table 5.1. Also, there are many circumstances where the free energy
surface (FES) has several local minima separated by large barriers. In such
circumstances a simulation started in one minimum will be able to move
spontaneously to the next minimum only under very favourable

circumstances. To overcome this problem and enhance the conformational
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space sampling, different techniques have been developed. For example,
umbrella sampling [202], adaptive force bias [203], metadynamics [204],
coarse-graining [205], finite-temperature string method [206], milestoning

[207], hyperdynamics [208], etc [208-210].

! | ! | !
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Figure 5.5 Filling a 1D model potential with hills starting in the lower well. The dynamics is
biased with a metadynamics potential VG as defined by equation 5.13 The parameters are s = 0.4, w
= 0.3 and t = 300. Upper panel: time evolution of the metadynamics bias potential Vs . Blue line: Vs
as when the first minimum is filled and the system ‘escapes’ to the second minimum; red line: Vs as
when also the second minimum filled; orange line: VG when the entire profile is filled and the
dynamics becomes diffusive. Lower panel: time evolution of the sum of the metadynamics potential
VG and of the external potential, represented as a thick black line [211-213]

Metadynamics is one of the methods aimed to reconstructing the
probability distribution enhancing the sampling as a function of one or a few
predefined collective variables (CVs), which are assumed to be able to

describe the process of interest. Ideally the CVs should clearly distinguish
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between the initial state, the final state and the intermediates, and they should
describe all the slow events that are relevant to the process of interest. If the
CVs are not chosen carefully, the metadynamics can be stack on overfilling one

minimum, or it will take a very long time to fill the free energy surface.

The metadynamics in the space of the chosen CVs () is enhanced by a
history-dependent potential constructed as a sum of gaussians centred along
the trajectory, added during the simulation every certain number of time-
steps, with a controlled width ds and height w. The external ("'metadynamics’)
potential acting on the system at time ¢, if two or more CVs are used at the

same time, is given by

(Sa(x)—sa(t/ ))2)
28s2

(Eq.513) Vo (SG),t) = w Xy _iporg.. €XD (— a_,
t <t

At the beginning of the simulation V; is set to zero, and is updated with
a certain frequency 7. The basic assumption of metadynamics is that Vg(Se),t)
defined in the latter equation after sufficient long time provides an estimate of
the underlying Gibbs free energy Figure 5.5. After that time, the motion of the
system becomes diffusive and unbound in the region of CV space. The
metadynamics potential Vs is represented at different times in Figure 5.5,
upper panel. The lower panel of Figure 5.5 reports the sum of V; and the
external potential. Clearly, as the simulation proceeds, V; iteratively

compensates the underlying potential.

This biasing avoids entrapment in a local minimum and forces the
system to sampling the conformational space along the collective variables
and also maps out the underlying free energy surface as the negative of the
sum of the bias potential hills V;(S,£). This scheme is common in other

methodologies [203]. However metadynamics has the advantage that the bias
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potential recursively compensates the Gibbs free energy allowing first the

automatic exploration of low Gibbs free energy regions [214].

A strategy for ensuring a correct description of the relevant physics of
the biomolecule under study is to increase the number of CVs. Unfortunately
this number cannot grow beyond a threshold of three because to explore a
high dimensional Gibbs free energy surface is too costly. Some strategies have
been recently proposed [207, 215-217]. In the BE approach the replicas of MD
simulations (walkers) are run in parallel, biasing each walker in a different
collective variable. Each different replica independently accumulates a
history-dependent potential Vy(Sk(x;),t) that, after a sufficiently long time,
would provide an estimate of the free energy projected on Sk. If all the
variables are relevant for the process, the convergence of each free energy
profile can be extremely slow and hindered by hysteresis. We now allow the
replicas to exchange their configurations, two replicas i and j are selected at
random among the available walkers. The exchange move consists of
swapping the atomic coordinates x; and x; of the two replicas evolved under
the action of two different history-dependent potentials, for example
Ve (S (x),t) and V; (Sl(xj), t), when an appropriate probability function
(Metropolis criterion) is satisfied [147]. The swap is accepted with a

probability
(Eq.5.14)
P = min {1, exp [% (Ve (Se(x), t) + VG(Sl(xj), t) - VG(Sk(xj), t) -

Ve (81 (x), 1)) ]}

The Metropolis scheme is implemented by attempting a trial
displacement and calculating the change in history-dependent potentials. If

AV < 0, then P > 1 and the move is accepted. Otherwise, if AV > 0, P < 1 and
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the move is accepted with a probability of P=exp[-1/T(AE). A random number
R, between 1 and 0, is generated and the move is accepted if exp[-1/T(AVs)] =
R.

The aim of the bias exchange is Th to introduce a jump process on top
of the ordinary molecular dynamics evolution. The jumps greatly increase the
capability of each replica to diffuse in the CV space, and hence the accuracy of

the free energy reconstruction, which is primarily determined by the

correlation time of the dynamics in CV space.18 Moreover, by using this
algorithm each configuration evolves under the action of a history-dependent
potential that changes every time an exchange move is accepted. Even if each
bias is defined in a few collective variables at a time each configuration, after
some accepted exchanges, will eventually explore the space spanned by all the
collective variables. This improves greatly the capability of the system to

explore the configuration space.

In low dimensional metadynamics, the best estimation of the Gibbs free

energy is

(Eq. 5.15) Frneta (S, tror) = — —— [V, (s, t)dt

ttot—tr “tF

if tr is the time which the CV starts diffusing in all the relevant region
and tw:is the total simulation time. In bias exchange the results of each
simulation are low dimensional projections of the Gibbs free energy for each
walker. The convergence of the bias potential to the corresponding Gibbs free
energy projection is monitored like in standard metadynamics. Nevertheless,
these low dimensional projections are often not very intuitive, as in
complicated processes like protein conformational transitions each minimum
in a low dimensional profile may correspond to different structures. A manner

to estimate the relative probability of the different structures in a high
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dimensional space is to use the low dimensional Gibbs free energies obtained
from bias exchange to estimate, by weighted-histogram procedure (WHAM)
[218], the free energy of a finite number of structures that are representative
of all the configurations explored by the system. These structures are
determined by performing a cluster analysis, grouping all the frames of all the
walkers in sets (bins) in which all the frames are close to each other in CV
space. The canonical weight of each bin is estimated by a weighted histogram
procedure based on metadynamics bias potentials. The method is full

explained in the following reference [219].

5.2 Molecular dynamics simulations carried out with AMBER

MD simulations from Chapter 2t and 3t were carried out with the
AMBER 9.0 package using as initial configurations the structures from the PDB
file as are detailed in each chapter. All crystallographic waters were removed,
except those buried at the binding interface for the simulations performed at
Chapter 3. Standard ff03 force field parameters were used [220, 221]. Each
complex was solvated in a truncated octahedron periodic box filled with TIP3P
water molecules and neutralized the net charge by counter ions. All hydrogen
atoms, water molecules and ions were added using the fleap tool. MD
simulations were preceded by two energy-minimization steps with the aim of
remove any bad contacts created during the solvation and also to allow our
starting structure to reach a stable local minimum. In the first stage the
protein and crystallographic water molecules were fixed by a harmonic
potential in order to optimize the positions of the added water and counter
ions atoms. Then in a second stage the entire system will be minimized. To
achieve this we performed 1000 cycles (500 steepest descent and 500

conjugate gradients) with 500 kcal-mol-! harmonic force restraints on ligand
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and protein atoms followed by 2500 cycles (1500 steepest descent and 1000
conjugate gradients) without constraints. Once the system was minimized, the
system was slowly heated. Doing the heating in stages reduces the chances
that the system will blow up by allowing it to equilibrate at each temperature.
An alternative option would be to use weight restraints to control the heating
(as we did in the NAMD protocol in the next section). The system was heated
from 0 to 300 K for 20 ps and equilibrated for 30 ps. To maintain the
temperature a Langevin temperature equilibration scheme was used. Finally
the production simulation at 300 K was run. MD runs were carried out in
periodic boundary conditions in an isothermal isobaric ensemble (NPT) at 1
atm, with 2-fs time integration steps. The SHAKE algorithm was used to
constrain all bonds that contain hydrogen atoms. A 12-A cutoff was applied to
treat non-bonded interactions, and the particle Mesh Ewald method was
introduced for the treatment of long-range electrostatic interactions. MD
trajectories were recorded every 2 ps. The simulations were run in the cluster
at the University of Granada, UGRGRID, (a Sun Fire X2200/X4600 cluster)
using 128 CPUs for each trajectory.

5.3 Molecular dynamics simulations carried out with NAMD

NAMD is a parallel molecular dynamics code designed for high-
performance simulation of large biomolecular systems that works with
AMBER and CHARMM force fields and file formats. In order to produce long
simulations for the different structures (Chapter 4), NAMD version 2.7b1
[222] was chosen using the CHARMM?22 force field .

The starting structures were solvated and neutralized with the

CHARMM scientific package [167]. Solvating a protein requires a few simple
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considerations and operations. The protein has to be oriented about the origin
and then its spatial dimensions have to be computed. From this, one can
estimate the size of the water box required. One should allow for at least an
additional 10 A in each direction. Based on such considerations, for the
structures of the Chapter 4 a 75x75x75 A truncated octahedron box of water
was employed. Once the solvation was completed, the structure was
neutralized replacing a number of water molecules with counter-ions in order
to achieve the desired concentration of ions (0.15 M solution of potassium
chloride). Next, the system was minimized with a harmonic restraint at the
protein atoms and crystallographic water molecules for 2000 steps, in order to
remove bad contacts of water molecules. Then, the full system was
equilibrated by carrying out conventional MD simulations with gradually
weaker constraints every 1 ns on the structure, during 4 ns. All trajectories
were generated at constant temperature (298 K) and pressure (1 atm), under
periodic-boundary conditions. Electrostatic interactions were computed using
the Particle Mesh-Ewald algorithm with a real-space cutoff distance at 12 4,
also used for the van der Waals interactions. To control the temperature and
the pressure the Langevin scheme was used and MD trajectories were
recorded every 2 ps. The simulations were run into the University of Granada,

UGRGRID (a Sun Fire X2200/X4600 cluster) using 64 CPUs for each trajectory.

5.4 Modelling of the 3D structures

To perform molecular dynamics simulations is necessary to have the
files of coordinates of the structures of the mutants of interest in pdb format
(Protein Data Bank). Because there are no experimental structures for some of
the interest mutants, it is necessary to model them from the existing

structures.
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In order to obtain the structures of the mutants of the Chapter 2 , we
used as a template the structure of the SH3 domain of c-SRC bound to VSL12
(code pdb: 1QWF). To produce the coordinate files of the different mutants the
side chain of residue 128 fro the NMR structure 1QWF was modified using the
design tools contained in the Discovery Studio 2.1 Suite [223], we modified
just the side chain of the target residue for the desire mutant. To obtain the
structure of the domain without ligand we selective remove the chain

corresponding to the VSL12 ligand.

The models for the Chapter 4 have been generated from the pdb file
with code 2FO0 and 2ABL. In the Table 4.8 we show with residues were
removed to build each model. In the other hand to build the mutants we used
the charmm tools to substitute the residue of interest, after a minimization

step were applied to the structures.

5.5 Analysis of molecular dynamics trajectories

The data obtained from MD trajectories can be used to calculate several
structural and dynamical properties. The most common analysis is the Root
Mean Square Displacement (RMSD) use to estimate the displacement of the
atoms or group of atoms along the trajectory. The RMSD of a set of atoms at
time t, with respect to a reference conformation, for example the initial

conformation, reads:

N 5012
N |7 (-7

N

(Eq. 5.16) RMSD(t) =
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Where |Fi(t) — Fi°| is the displacement of the " atom at time t from the

reference position7°. An increase of the RMSD indicates that the protein

moves to a conformation different from initial structure.

Similar to the previous analysis is the calculation of the fluctuation of
an atom or a group of atoms, the Root Mean Square Fluctuations (RMSF). This

is calculated according:
(Eq. 5.17) RMSF; = J{(#; — (;))?)

where 7is the position vector of the # atom and the (7}) is the average
position of this atom along the trajectory. This analysis gives clues about the

most mobile regions of the protein.

To evaluate if a water molecule is establishing a hydrogen bond with
the key residues of each hydration spot we used the external program HBplus
[116], setting the criteria to a maximum cutoff distance of 3.5 A between

donor and acceptor atoms and a minimum angle of 90°.

5.6 Metadynamics for cAbl tandem.

The metadynamics method was applied to the structures SH32, SH32-
3GLY, NCAP-SH32 and SH32-C2Q as is detailed in the Chapter 4 (Table 4.8) to
analyse the role of Ncap, linker and connector regions in the conformational
equilibrium of the modular domains SH3-Sh2 tandem of cAbl. All
metadynamics simulations were performed using the CHARMMZ27 force field
for protein description and GROMACS simulation package [224] compiled with
PLUMED plugin [225].

The initial structures used for each metadynamics were the product

after the equilibration step of the NAMD protocol in the section 5.3. We added
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an extra equilibration step of 4 ns in order to relax the structure and to avoid
problems from the change of MD package. The virtual hydrogen scheme
implemented in GROMACS was used allowing the use of a large integration
time-step, 4 fs. The equilibration step and the metadynamics were carried out
at constant temperature of 298 K and 1 atm of pressure. To control the
temperature and the pressure the stochastic velocity-rescaling methodology

was used.

For each metadynamics simulation, Bias Exchange methodology was
performed using 32 replicas, two collective variables (S4 and S5) and three
path collective variables (S1, S2 and S3) were chosen. Each walker or replica
was bias in two different CVs; 16 replicas simultaneously bias with S1 and S2
CVs, 11 replicas bias with S1 and S3 CVs, 4 replicas bias with S4 and S5 CVs

and one unbiased.

5.6.1 Collective Variables.

The preliminary identification of a set of CVs to adequately describe the
conformational equilibrium was performed through the analysis of standard
MD simulations previously carried out and described in the section 5.3. From
this analysis we obtain two main descriptors, the torsional dihedral angle
between the centres of mass of the backbone atoms of the residues PRO137,
LEU141, TRP146 and PRO150 (D1) and the TYR134, PRO137, LEU141 and
TRP146 (D2) Figure 4.10. Both dihedrals are located in the linker sequence
connecting the SH2 and SH3 domain in the kinase, and are a good descriptor of

the relative positions of the domains as is shown in the Figure 4.11.

Without knowing a priori which are the most important degrees of
freedom in the conformational equilibrium of the cAbl tandem, it is advisable

to use more CVs to achieve the best results in the shortest time. The path
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collective variables (PCV) allow the exploration of hidden degrees of freedom,
leading to the prediction of unexpected intermediates and metastable states

but reduce the space to explore.

The PCVs are extremely powerful whenever one wants to study a
transition between two states A and B [211]. As state A we chose the X-ray
conformation of cAbl tandem in the open state (PDB ID code 2ABL), while
state B represents the close form (PDB ID code 2F00). Now, we would expect
the reactive trajectories to be bundled in a narrow tube around the path
between the state A and B. To trace this path, we follow the procedure of

Branduardi et al. introducing the two variables Spatn and Zpara:
Defined as Sparw then measures the position along the path, and is
calculated as

2?’:1 ie—ld(xi,x(t))

(Eq. 18) Sparn = oV oMK X(®)

In this scheme one defines a path as a set of N reference conformations
that define the path in configuration space X from some initial state to some
final state. Where X(t) is the configuration of the system at any given time,
d(X;X(t)) is the metric used to calculate distances on the configuration space
(the root mean square deviation (RMSD) in our case) and A is a normalization
prefactor and it is proportional to the inverse of the mean square

displacement between successive frames.

The Zpatn measure the orthogonal distance of a given configuration X(t)

to the reference path. Defined with Zparxis calculated as
(Eq.5.19) Zpary = —A " log YL, e AEeX(®)

We described the transition between the closed and open conformation

of the tandem of cAbl only using two frames, being the closed (2FO0) and the
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open conformation (2ABL). The PCVs S1 and S3, were the SPATH for the initial
and final states, more specifically, S1 describes how far is the whole structure
from the crystallographic references and S3 is centred only in the C « carbons
of the connector region, from THR136 to SER145. The A value was set to 4
and 30, respectably. The PCV S2, by contrast, was set up as the ZpaTn for the

whole structure of the tandem and A value was set to 4.

To limit the sampling between the conformations of interest, a
repulsive quadratic potential was applied on the path collective variables (S1,
S2, S3) in the values at the corresponding reference structures. This was done
to keep the sampling between conformations between the ensemble and

disassembled structures.

All metadynamics included a series of preparatory phases, during the
first 100 ns of simulation time, in which the height of the biasing-Gaussians
was progressively reduced from 0.5 kJ-mol! to 0.1 k]-moll. This phase is
called as filling time. The Biasing-Gaussians are added every 500 steps. The
widths of the biasing-Gaussians applied to CVs S1, S2, S3, were 0.5, 0.7 and
0.15 A, respectively, and the widths of the biasing-Gaussians applied to CVs S4

and S5 were 0.3 radians.

5.6.2 Restraints

For the metadynamics where the Ncap or linker (C2Q) regions were
present, restraints were applied in order to keep these regions bound to the
tandem during all the CVs exploration. We applied a distance restraint with a
quadratic potential between the centres of mass of key residues. In order to

apply a coherent threshold, first we analysed the MD of section 4.2. Figure 5.6
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ncap_ncapsh32-hsp

k4

NCAPSHSCNNSH2LNK_restreints_r1

Figure 5.6 Distances distribution of the centers of mass between residues during the
molecular dynamics simulations. Upper panel: distances histogram for the residues of the Ncap.
The center of mass of de sidechains of Lower panel: distances for the linker restrain residues

For SH32-C2Q metadynamic, we chose three of the hydrophobic main
interactions, between the linker region and the SH3 domain. The first
restraint was applied between PR0O149 and TRP118 TRP129, the second
between the residues PRO242 and TYR89, TYR134 and finally between
VAL244 and PHE91, PRO131. The threshold was 5 &, 6 A and 7 A respectably.

For NCAPSH32, the interactions chosen to keep the Ncap region
attached to the connector region were also three. First restrain was between
the C« of the phosphoserine 69 and C « of the HIS144, before between the
centres of mass of the atoms of the sidechain of the residue TRP67 and
residues TRP146, PHE168 and VAL218. Finally, a restrain was applied

between the centres of mass of the atoms of the sidechain of the residue
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LEU73 and residues VAL218 and TRP146. For those interactions, the

threshold was set up to 8.5 A for the first one, and 7 A for the others.

5.6.3 Analysis of the metadynamics: estimating the Gibbs free energy

A clustering analysis in the space of the CVs 6 and 7 was carried out for
each of the metadynamics simulation in order to get the Gibbs free energy
surface using the method described in the latter section. Each CV was
clustered in bins of 0.3 A. The biased population of each of these clusters was
then reweighted using WHAM method [226, 227], to derive their

characteristic free energy.

Finally the CVs S6 and S7 are the root mean square deviation (RMSD)
value of the C « of the residues SER78 to PRO237 taking as a reference the X-
ray structure of 2ABL and the X-ray structure of 2FO0 respectability. Those
collective variables were not biased during the metadynamics as they are used

only for analysis purposes.
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6 RESUMEN Y CONCLUSIONES
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6.1 RESUMEN

Las proteinas estan involucradas en el funcionamiento de la mayoria de
los procesos celulares. Dentro del contexto funcional, las proteinas establecen
una compleja red de interacciones que es crucial para el correcto
funcionamiento celular. Cualquier distorsion de esta red de interacciones
puede traducirse en serias alteraciones de las funciones celulares que originan
el desarrollo de muchas enfermedades humanas. Entre otras, uno de los
principales tipos de proteinas implicadas en los procesos de transduccion de
sefiales son las quinasas. Los cuales estan encargadas de la fosforilaciéon
especifica de residuos para la modificacion de la actividad de proteinas diana.
Como es evidente, en este proceso, juega un papel importante el
reconocimiento especifico de secuencias, llevado acabo principalmente por los
dominios modulares. Dentro de las familias de dominios modulares destaca
los dominios de reconocimiento de secuencias ricas en prolina (MRP). Esta
familia de dominios se encuentra compuesta por numerosos grupos como son
los dominios SH3, WW, GYF, etc. Los dominios modulares estan implicados en
el desarrollo de numerosas patologias humanas convirtiendo estos dominios
en atractivas dianas para el disefio de inhibidores especificos con el objetivo
de desarrollar nuevos farmacos. Para ello es esencial comprender en detalle el
mecanismo de reconocimiento de los dominios MRP, pero a pesar de los
numerosos esfuerzos por comprender como su funcionamiento, a dia de hoy,
aun existen numerosas incognitas, algo inesperado si tenemos en cuenta el
pequefio tamano y simplicidad del sitio de unién. Por ejemplo, la huella
termodinamica tipica de la union de ligandos ricos en prolina no es totalmente
opuesta a lo que cabria esperar si tenemos en cuenta la hidrofobicidad de los
residuos implicados en la interaccidn. Esto sugiere la participacion de otros

factores en el mecanismo de union, como la cooperatividad y la mediacion de
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interacciones por moléculas de agua. Conocer con mayor detalle este segundo

nivel del el mecanismo de union es esencial para el disefio eficaz de ligandos.

En el trabajo previo realizado en nuestro grupo de investigacion se
describi6 por primera vez la presencias de moléculas de agua enterradas en el
sitio de unién del dominio SH3 de cAbl unido al ligando de alta afinidad p41y
se determiné su implicacion en la energia de unién. Un posterior analisis de
las estructuras cristalograficas de alta resolucion disponibles en las bases de
datos de la familia de dominios SH3 permitiéo confirmar la existencia de
moléculas de agua enterradas en todos los sitios de uniéon de la familia de
dominios SH3. Este nuevo paradigma sitia a las moléculas de agua enterradas
en el sitio de unién como parte formal del sitio de unidn, algo que debemos
tener en cuenta en el desarrollo de nuevos ligandos de alta afinidad y
especifidad para los dominios SH3. Por otro lado los estudios desarrollados en
nuestro grupo de investigacion, también sugieren que no todas las moléculas
de agua podrian tener la misma implicaciéon en el sitio de union, ya que
muestran diferentes frecuencias de conservacion y diferentes propiedades
dinamicas. Poseer una herramienta capaz de predecir la posiciéon y las
propiedades dinamicas de las moléculas de agua para un dominio dado, seria
de gran utilidad en el disefio racional de ligandos. Conocer las propiedades
dinamicas de las moléculas de agua es igual de vital que conocer su posicion,
dado que en el proceso de disefio de ligandos, y que determina la estrategia a
seguir para rentabilizar de la forma mas Optima la presencia de dichas
moléculas de agua. Pero para todo ello es necesario adquirir una mayor
cantidad de informacién con diferentes complejos y dominios. En esta tesis,
hemos desarrollado un algoritmo capaz de registrar las propiedades
dinamicas mas relevantes a lo largo de las trayectorias de dindmica molecular

con el objetivo de comprender mejor las propiedades de estas moléculas de
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agua y su implicacion en el mecanismo de unién. Este algoritmo, una vez
validado nos permite realizar un estudio a mayor escala dentro de la familia
de dominios SH3 y permitiendo describir las diferencias que existen en el
patron de distribucion de moléculas de agua entre miembros de diferentes
subfamilias de dominios SH3, como por ejemplo la comparacion de patron de
moléculas de agua entre el dominio SH3 de la quinasa de tirosina Fyn y el de la

quinasa de tirosina de cAbl.

Por otra parte, y también en nuestro grupo de investigacion, mediante
el examen comparativo de los parametros termodindmicos de unién de los
dominios de SH3 cSrc, Fyn y cYes (todos pertenecientes a la subfamilia de Src
y con una alta homologia de secuencia) con el ligando de alta afinidad VSL12,
se detecto una importante diferencia en la entalpia de uniéon (mas de
20kJ-mol-1. Con la intencién de describir cuales eran los residuos implicados
en esta gran diferencia entalpica, se realizd un completo estudio de
mutagénesis dirigida sobre el dominio cSrc. Sorprendentemente este estudio
mostro que los residuos con mayor implicacion en las diferencias en la
entalpia de uniéon observadas, se encontraban a mas de 10 A del sitio de
unidn, siendo especialmente importante la variaciéon al mutar el residuo de la
posicion 128 de cSrc por el residuo que presentan cYes y Fyn. En esta tesis,
mediante el profundo analisis de trayectorias de dinamica molecular hemos
caracterizado en detalle la organizacién diferencial de las interacciones
intramoleculares e intermoleculares (enlaces de hidrégeno y puentes salinos)
de los mutantes estudiados por calorimetria, ya que los resultados del estudio
calorimétrico sugerian la existencia de una alta cooperatividad del dominio,

cuya dindmica era importante en el proceso de union a ligando.

Por otro lado, los dominios modulares no son solo importantes para el

reconocimiento especifico, sino que también se encuentran implicados en la
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regulacion de la actividad de algunas quinasas, como por ejemplo la quinasa
de tirosina de cAbl donde las interacciones intramoleculares especificas, entre
el tandem de los dominios modulares SH3-SH2 y el dominio catalitico,
mantienen la quinasa de tirosina autoinhibida. Dichas interacciones se
encuentran moduladas mediante un complejo mecanismo alostérico que
implica numerosas regiones de cAbl. Esta quinasa de tirosina es un proto-
oncogen, de forma que la desregulacion de cAbl por la disrupciéon de uno o
varios elementos, conduce a la activacién constitutiva de la actividad quinasa
de cAbl, lo que tiene un efecto desastroso en la célula que acaba por devenir

cancerigena.

En los ultimos afios se ha comprobado como el mecanismo de
regulacion de esta quinasa esta intimamente ligado a un gran cambio
conformacional, en el que participan casi todas las regiones de cAbl. Este
complejo mecanismo responderia a la necesidad de cAbl de responder de
forma especifica a diferentes estimulos. Pero a pesar de la numerosa
informacion aun se desconoce como funciona el mecanismo de regulacion o si
existen en efecto diferentes estados activos. En esta tesis, mediante técnicas de
simulaciéon de dindmica molecular y simulaciones de metadinamica hemos
estudiado principalmente el equilibrio conformacional del tindem SH3-SH2 y
como éste es modulado por las diferentes partes de cAbl, con el objetivo de
detectar los residuos clave que responsables del cambio de conformacién del
tdndem, asi como aportar nueva informacion al papel que juegan algunas de
estas regiones de cAbl, como es el extremo N-terminal denominado Ncap y la
importancia de la fosforilacion de la serina 69. Y asi proponer como cAbl

podria adoptar diferentes estados activos .
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6.2 CONCLUSIONES

Del estudio comparativo de la dindmica estructural de los diferentes

mutantes del dominio SH3-cSrc, recogidos en el Capitulo 2 se extraen las

siguientes conclusiones.

1-

Del examen comparativo de las trayectorias de dindmica
molecular para cada modelo, libre y en complejo con el
ligando VSL12 hemos observado como el comportamiento del
modelo R128-cSrc es diferente al de los modelos para los
mutantes K128-cYes y E128-Fyn, siendo la presencia de la
arginina en la posicion 128 el origen de una sensible
reorganizacion de los enlaces de hidrogeno y puentes de
salinos tanto intermoleculares como intramoleculares.
Aunque es dificil cuantificar la contribucion de esta variacion,
todo apuntaria a que estaria en buena correlaciéon con las

diferencias medidas experimentalmente.

Del trabajo realizado en el Capitulo 3 con la propiedades dinamicas de

las moléculas de agua de los dominios SH3.

1-

Hemos desarrollado y validado un algoritmo que es capaz de
registrar las principales caracteristicas de las moléculas de
agua enterradas en la intefaz de interaccion de proteinas, a

lo largo de las trayectorias de dindmica molecular (ZAHORI)

Utilizando el programa ZAHORI, se compararon las
propiedades dinamicas de las moléculas de agua enterradas

para los complejos SH3-cAbl/p41 y SH3-Fyn/VSL12. Ambos
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dominios aunque pertenecen a diferentes subfamilias
comparten una alta homologia y sus ligandos son altamente
especificos. Los resultados obtenidos por nuestro algoritmo
nos permitieron determinar la existencia de diferentes
patrones de distribucién en las moléculas de agua para cada
dominio, en especial en los lazos n-Src y RT, que son las

regiones encargadas de la especificidad.

Gracias el estudio computacional llevado acaboo en el Capitulo 4,

hemos podido extraer las siguientes conclusiones.

1- Comprobar que el tindem en ausencia de interacciones con
otras regiones de la quinasa cAbl, se encuentra explorando
mayoritariamente dos conformaciones que coinciden con las

descritas en el analisis de las estructuras cristalograficas.

2- El analisis estructural y dindmico de las diferentes
constructos nos ha permitido comprobar que la region que
conecta los dominios SH3 y SH2 es la principal responsable
de modular este equilibrio conformacional del tandem,
otorgando suficiente flexibilidad para cambiar de
conformacidén, pero a la vez limitando las conformaciones
posibles. En esta region, los residuos con una mayor
contribucién serian los que se encuentran en las posiciones

139,140y 141.

3- Todos los datos recopilados mediante dinamicas moleculares
y simulaciones de metadinamica apuntan a que la regién

denominada como Ncap actia como interruptor del cambio
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conformacional del tAindem SH3-SH2. En este mecanismo, la
fosfoserina que se encuentra en esta region seria
indispensable para mantener las interacciones entre el Ncap
y el tandem, cuya pérdida desencadena un rapido cambio de
conformacion. Por otro lado, los resultados obtenidos de las
metadinamicas indicarian que la regiéon Ncap también
modularia el equilibrio conformacional del tindem SH32. Las
interaciones intermoleculares de Ncap reorganizarian la
distribucién confomracional entre la conformacién cerrada y
una tercera conformacion que podria corresponder a un
estado activado o un intermedio del mecanismo allosterico

de regulacion.
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7.1 SUMMARY

Proteins are involved in most cellular processes. In order to keep the
cellular homeostasis the proteins establish a complex network of interactions
that is critical for the correct regulation of the cellular activity. Any change in
this network may result in serious distortions of cellular functions leading to
the development of many human diseases, such as cancer. The family of
protein kinases plays a particularly relevant role in signal transduction. These
enzymes are responsible for the phosphorylation of specific residues leading
to the modification of the activity of the target protein. The specific
recognition of amino acid sequences plays an important role in this process.
This is carried out mainly by modular domains. The modular domains are
implicated in the development of several human pathologies becoming, in
many cases, attractive targets for the design of specific inhibitors of
therapeutic interest. Among the different families of protein interaction
modules, the family of polyproline recognition domains are especially
relevant. This family is composed of different members, such as SH3, WW,
GYF, UEV and EVH domains. A fine understanding of the recognition
mechanism of proline rich sequences by these domains is essential for the
rational design of efficient and specific inhibitors. Nonetheless, in spite the
small size and apparent simplicity of the binding sites of these domains, a clear
understanding of the molecular basis of binding affinity and specificity in
these systems remains elusive. For example, even though the binding process
implicates mostly hydrophobic residues, the thermodynamic fingerprint of the
binding of proline rich motif ligands to their target domains is that typical of
polar interactions and, consequently, cannot be explained considering
exclusively the properties of the residues directly implicated in the

interaction. This suggests that the contribution of other factors to the binding
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mechanism, such as cooperative effects on the protein and/or the ligand and
interactions mediated by water molecules might be relevant elements in the
recognition process. Understanding how these elements modulate the binding

mechanism is essential for the successful design of ligands.

In previous works our research group has investigated the presence of
water molecules buried in the binding site of the SH3 domain of c-Abl. These
water-mediated interactions were demonstrated to contribute significantly to
the anomalous thermodynamic profile of the interaction between the SH3
domain of the cAbl tyrosine kinase and the p41 high affinity peptide ligand.
From this analysis, it was established that the binding of proline-rich ligands
to Abl-SH3 takes place by a dual binding mechanism, in which, the staking of
hydrophobic interactions is complemented by the establishment of an
intricate network of water-mediated hydrogen bonds. The analysis of the
structural database of SH3 domains, including complexes, free domains and
full-length proteins, confirmed that this dual binding mechanism is a universal
feature of SH3 domains, calling for a revision of the currently accepted binding
paradigm. Even though water-mediated interactions were observed in all
complexes studied, a wide variety of hydration profiles were identified,
indicating the existence of different types of hydration sites and pointing
towards a possible role of interfacial water molecules in the determination of
binding specificity in these systems. Understanding the role and dynamic
properties of each water molecule at the SH3-ligand binding interface is
crucial for a complete understanding of these interactions and, thus, for the

development of potent and specific inhibitors of therapeutic potential.

The properties of interfacial water molecules can be analyzed by
molecular dynamics simulations. Nonetheless, these are computationally

intensive procedures, the analysis of which requires a considerable amount of
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time and effort. In order to perform this type of analysis more efficiently and
be able to extend it to a high number of systems, in this thesis we have
developed a computational tool to automatically analyze molecular dynamic
simulations data in order to extract the dynamic properties of the buried
interfacial water molecules and study their interactions with the protein and
ligand atoms. This automatic and fast methodology can be applied to the study
a large set of different domains and complexes and will provide enough
information to define an adequate strategy to efficiently take advantage of the
second level of interactions provided by water mediated interactions in the
design of inhibitors and constitutes an initial step for the future development
of a tool for the prediction of hydration sites in protein complexes. This new

methodology has been validated with the study of several systems of interest.

In addition to the analysis of the influence of interfacial water
molecules, in this thesis, we have also tackled the study of the impact of
cooperative interactions and the reorganization of the conformational
distribution of SH3 domains and peptides to the thermodynamic profile of
binding. In this sense, our research group has recently performed a complete
study of the binding energetics of several SH3 domains from the Src family
(cSrc, Fyn and cYes) with a high affinity ligand (VSL12) revealing very large
differences in the binding enthalpy between complexes with practically
identical binding sites. After a complete mutagenic study of SH3-cSrc domain,
it was found that the residues with the largest influence in the binding
enthalpy difference are located at the distal loop, more than 10 A away from
the binding site. In this thesis, through deep analysis of molecular dynamics
trajectories of these domains and some mutants of interest we have identified
a differential reorganization of intramolecular interactions, hydrogen bonds

and salt bridges, originated at the mutated position in the distal loop that is
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propagated throughout the SH3 domain to affect residues at the binding site.
This study clearly indicates that the differential reorganization of the
conformational equilibrium of the free SH3 domains upon binding of the
peptide ligand contributes very significantly to the highly exothermic
character of the interaction, further illustrating the high level of complexity of

SH3 interactions.

Finally, in this thesis we have also tackled the study of the effect of
contextual factors, such as the presence of additional domains in tandem, to
the conformational behaviour of SH3 domains and their functional impact. In
this sense, even though most modular domains act as docking sites for the
recognition of substrates, in some cases, such as the SH3 domains of Src and
Abl tyrosine kinase, they are also implicated in the regulation of the catalytic
activity of the proteins that contain them. In the case of Abl, this regulation
takes place through the establishment of specific intra-molecular interactions
of the tandem of the SH3 and SHZ domains with the catalytic domain of
tyrosine kinase, which keep the enzyme inactive. These interactions are
modulated by a complex allosteric mechanism involving many regions of cAbl.
The activation of cAbl is related to a large conformational change, but this
structure is unknown. This tyrosine kinase is a proto-oncogene, such that
deregulation of cAbl by disruption of one or several elements, leads to
constitutive activation of the kinase activity of cAbl, which have a disastrous
effect on the cell that eventually become cancerous. In recent years, it was
postulated that this complex mechanism responds to the necessity of having
different activation states to different stimuli specified by cAbl. After years of
studies, the regulatory mechanism remains evasive to a complete
understanding. In this thesis, we have used molecular dynamics and

metadynamics simulations to study the conformational equilibrium of the Abl
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SH3-SH2 tandem and how this is affected by the different elements of cAbl,
such as the connection linkers between domains or the N-Cap region. From
this study, key residues responsible of the tandem conformational change
were identified, providing new and important information about the role of
these regions in the regulation mechanism of cAbl. Deciphering the regulation
code of cAbl is of relevance for the development of novel and effective

treatments against chronic myelogenous leukaemia. .

7.2 CONCLUSIONS

Chapter 2. From the thermodynamic, structural and dynamic analysis

performed in chapter 1 we conclude:

1. From the comparative study of the trajectory of molecular
dynamics simulation for each model, free and in complex with
the high affinity ligand VSL12, we observe how the dynamic
behaviour of the model R128-cSrc is different to the observed
for the models K128-E128-Fyn CYES and also show how the
presence of the arginine in the 128 position of the domain
reconfigure the hydrogen bond network and salt bridge of the
domain and the ligand. Both behaviours are in good

agreement with the thermodynamic results.
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Chapter 3. From the analysis of the properties of the buried water
molecules at the binding site of the SH3 domains carried out in the third

chapter of this thesis, we conclude:.

1. We have developed an algorithm to analyze the dynamic
properties of the buried water molecules of the binding site;
ZAHORI. This algorithm has been validated for its application
to the study of hydration sites in SH3 complexes. This
algorithm constitutes a potent tool for the automatic and
efficient analysis of interfacial hydration in protein
complexes, opening the door to a thorough analysis of
different protein families and the development of prediction

tools for protein hydration.

2. From the application of ZAHORI to the study of hydration in
different SH- complexes (SH3-cAbl/p41 and SH3-Fyn/VSL12)
we confirm that each domain has a different pattern
distribution of hydration sites in the binding site, with
different dynamic properties. Establishing these properties is
essential for the efficient incorporation of water-mediated
interactions into binding site descriptions for rational design
or ligand identification. We observe that water molecules
have different role and dynamic properties in the binding site
as It was proposed previously. It is important to know where
are the water molecules and with dynamic properties have to
chose the right strategy to take advantage of theses water

molecules when we design the inhibitors.
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Chapter 4. From the analysis of the conformational equilibrium of the

cAbl SH3-SH2 tandem, we conclude:

1.

The conformational equilibrium of the isolated cAbl-SH3-SH2
tandem, in the absence of intermolecular interactions with
other regions of the cAbl, as C2Q and Ncap regions, is
characterized by two major available conformations,
characterized by different relative orientations of the two
domains originated from the rotation of the two domains
around the SH3-SH2 connection linker, which correspond
closely to those conformations observed in the available

crystal structures.

The specific sequence of the SH3-SH2 connector is relevant
for the properties of the conformational distribution of the
tandem, with residues at position 139, 140 and 141 playing a
particularly relevant role. Mutations at these positions
significantly alter the population of the different
conformations accessible to the tamdem, modulating, thus,
the regulation mechanism of the kinase. The sequence of the
SH3-SH2 linker is optimized to energetically favour the close
(inactive) conformation in which the SH3 domain is bound to
the kinase module and an open conformation allowing

binding of external ligands and activation of the kinase.

The Ncap region of Abl also plays a significant role in the
regulation mechanism of c-Abl kinase. The elimination of the
interactions established between a phosphoserine residue at
position 69 in the NCap region and the SH3-SH2 tandem leads

to a conformational change, suggesting that this position
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migh act as a conformational switch mediated by the action of
serine kinases and phosphatases. The presence of the NCap
modulates the conformational space of the tandem favouring
the inactive conformation and stabilizing alternative
conformations, not significantly populated in the absence of
this region, supporting the hypothesis of the existence of a

different activation state.
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9.1 Clonado, expresion y purificacion de los constructos del

tandem cAbl

Las construcciones SH32 y SH32-C2Q han sido expresadas en células E.
Coli BL21-DE3 (NOVAGEN). A la secuencia de dichos constructos se le afiadi6
una cola de histidinas (6xHis tag) en el extremo N-terminal, seguido de un sitio
de reconocimiento para la proteasa TEV lo que permite eliminar la cola de
histidinas del dominio tras su purificacion. Dicha expresién fue inducida con
1mM de IPTG cuando la absorbancia del cultivo celular a 600 nm alcanzd
valores entre 0.6 y 0.8 y se dejo crecer durante toda la noche a 37° C. Las
construcciones fueron purificadas mediante cromatografia de afinidad Ni-

NTA, proceso que se describe brevemente a continuacidn.

Las células fueron recogidas por centrifugacién a 7000 rpm y 4° C
durante 10 minutos (centrifuga Hettich modelo Roto Super 40, rotor A6.9) y
posteriormente resuspendidas en tampdn fosfato sédico 50 mM, cloruro
sodico 0.3 M, pH 8.0 (Tampén de Equilibrado de Columna: TEC); después
fueron lisadas mediante prensa French (AMICON) a una presion de 1200 psiy
posteriormente ultracentrifugadas (BECKMAN Optima LE-80, rotor 45 Ti) a
30.000 rpm y 4 ° C durante 30 minutos. El sobrenadante resultante se pasé
por una columna de afinidad con 5 mL de resina Ni-NTA (QUIAGEN)
previamente equilibrada con 50 mL de TEC y se llevaron a cabo sucesivos
lavados de 50mL con TEC, TEC + 20mM de imidazol y TEC + 50 mM de
imidazol. Por ultimo, la proteina fue eluida con 50 mL de TEC + 500 mM de
imidazol. Las fracciones que contenian la proteina fueron dializadas frente al
buffer de corte de TEV (50mM Tris, 100mM EDTA, 1mM DTT). A continuacién
se llevd a cabo el corte de la cola de histidinas mediante incubaciéon con TEV a

1mg/mL a temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente se
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dializaron las proteinas en tampé6n TEC y se sometieron a una segunda etapa
de cromatografia de afinidad en Ni-NTA, de modo que la cola de histidinas y la
proteina no hidrolizada quedaban retenidas en la columna, mientras que la
proteina sin cola de histidinas se eluia en las primeras fracciones, las cuales se

concentraron hasta 1 mg-mL-1 y se almacenaron a -20° C en el mismo tampon.

Las diferentes etapas de la purificacidn, asi como la pureza final, fueron
controladas mediante electroforesis en gel de acrilamida (SDS-page) al 16%.
Ademas, la pureza de la proteina (superior al 99%) y su correcto peso

molecular fueron comprobados mediante espectrometria de masas.

9.1.1 Mutantes

Para la obtencién de los mutantes, SH32-C2Q-S140P y SH32-C2Q-3GLY,
se utilizé la solucién comercial de mutagénesis dirigida Quikchange Site-
Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE), que permite realizar mutaciones,
tanto puntuales como multiples, en un plasmido de cadena doble de forma
sencilla y con mas de un 80% de eficacia. Los oligonucleétidos cebadores se
disefiaron de acuerdo con la mutacion deseada de forma que fueran
complementarios entre si y con la cadena de doble plasmido, y con longitudes
aproximadas de 30 a 40 bases, de modo que su temperatura de fusion (Tf)
oscilara entre 73° Cy 78° C ya que elevadas Tf favorecen altas temperaturas
de anillamiento (Ta). La Tf de los oligonucleotidos en este caso se estimd de

acuerdo con la siguiente ecuacion empirica:

G 675
Tr =81.5+0.41- <% E) N (% bases mutadas en el oligo)

donde N es el numero total de bases del oligonucleétido y %%es el

tanto por cierto de Guaninas y Citosinas. Ademas, se procur6 que el triplete
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que codifica la mutacion estuviese siempre lo mas centrado posible en la
secuencia del oligonucleétido y que correspondiera con el triplete con mayor
propension en E. Coli. La PCR fue disefiada segun las recomendaciones del
método Quikchange Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE), que se

ilustra en la Figura 2.1.

20 ciclos
Desnaturalizacion Hibridacion Extension Conservacion
950¢ —» 95°C —» 55°C —>» 68°Cc — 4°C
Adicion de 0 1 mi :
1pL PfuTurbo . o9 min 7 min

Figura 9.1. Esquema general de los ciclos programados para la realizacion de las PCRs
llevadas a cabo en esta Memoria.

La purificacién de los mutantes procedentes del tandem SH32-C2Q se
llevo a cabo siguiendo el protocolo anteriormente descrito para el dominio

silvestre.

9.2 Calorimetria diferencial de barrido

Las proteinas fueron dializadas en un volumen de 2 L en tampdn Pipes
50mM pH7.0. La concentracion fue medida a una longitud de onda de
absorcion de 280nm usando un coeficiente de extincién de 39880 M-1 cm -1
para las construcciones SH32-C2Q y los mutantes de Glicina y Prolina y de
31400 M-lcm! para el tindem SH32. Para los dominios independientes el
coeficiente de extincién es 16894 M-1cm'! y 17420 M-1 cm! para el dominio
SH3-cAbl y SH2-cAbl respectivamente. Los experimentos de DSC fueron
realizados en un microcalorimetro automatico VP-DSC (Capillary cell

microcalorimeter de MICROCAL INC.) usando una velocidad de barrido de 90°
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C/h. Las muestras fueron calentadas de 5° C a 100° C para comprobar la
reversibilidad del proceso de desplegamiento. La concentraciéon de las
muestras de proteina fue de unos 0.6mg/mL. Cada termograma fue corregido
con el tiempo de respuesta del calorimetro y con la linea base instrumental
obtenida con el correspondiente tampdén de diadlisis. Después de la
normalizacion con la concentracion de la proteina, la capacidad calorifica, Cp
(T), fue calculada con el resultado del termograma asumiendo que el volumen
especifico parcial es de 0.73 mL/g. Los calculos fueron hechos usando el

programa Origin.

9.3 Superfices de energia libre

Con el objetivo de explorar el equilibrio conformacional del tandem
SH32 y los constructos SH32-3GLY, Ncap-SH32 y SH32-C2Q, las simulaciones
de metadinamica fueron sesgadas en 5 coordenadas de reaccion; las tres
primeras, S1, S2, S3, son Path Collective Variables (PCV) y las dos restantes, D1

y D2, son angulos diedros.

Como esta detallado en la Seccion 5.6.1 las coordenadas de reaccion de
camino (PVC) nos indican en qué punto se encuentra una configuracion dada
en el espacio que conecta dos formas A y B definidas con anterioridad.
Obteniendo un valor que indicara a cual de estas dos formas se encuentra mas
proxima una estructura dada. En este estudio, las coordenadas de reaccion S1
y S3 se aproximaran a 1 cunado las estructuras se encuentren cerca de la
conformacidn abierta y 2 en el caso opuesto. Tanto S1 como S3 usaron como
referencia la conformacién abierta (2ABL) y la cerrada (2F00), pero mientras
en S1 evaluamos el RMSD de todo el tdindem, en S3 solamente se calculd el

RMSD de la region de conexién C3-2, comprendida entre los residuos (238 a
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253). Por otro lado, la coordenada de reaccion S2 es complementaria a las
anteriores, siendo su mision la de impedir la deriva excesiva de las estructuras
en el espacio del RMSD que separa ambas estructuras finales, y nos indica la
distancia a la que se encuentra una configuracion dada del camino que conecta

ambos estados finales.

Como esta detallado en la Seccion 4.2.2, las coordenadas de reaccion D1
y D2 son dos angulos diedros constituidos por los centro de masas de restos
que se encuentran el conector C3-2 y sus proximidades. Estas coordenadas de

reaccion describen la orientacion relativa entre los dos dominios.

En la Figura 9.2 se muestra la superfice bidimensional de energia libre
reconstruida en las coordenadas de reacciébn S1 y S2 para todos los
constructos. En la Figura 9.3 se muestra la misma reconstruccion, pero para
las coordenadas de reaccion S1 y S3. Finalmente en la Figura 9.4 se muestra la

superfice de energia libre, proyectada en las coordenadas de reaccién D1 y D2.
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