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Resumen

El principal objetivo de esta Tesis doctoral es el estudio de procesos de plegamiento alternativo
que sufren algunas proteinas. Entre estos se encuentran el entrecruzamiento de dominios y la
formacion de fibras amiloides. En esta Tesis nos hemos centrado en una proteina modelo para
poder desarrollar estos estudios como es el dominio SH3 de la c-Src tirosina quinasa. Nuestros
estudios se han centrado principalmente en el papel del llamado lazo bisagra en la apertura de
los dominios para formar los oligdmeros entrecruzados. Se han intercambiado dos de los lazos
del dominio SH3 que, ademas de realizar un papel clave en la funcion del dominio, son
susceptibles de sufrir la apertura. De esta forma, se han construido proteinas quimeras del
dominio c-Src-SH3 y AbI-SH3 en los que se han intercambiado los lazos RT y n-Src de forma
independiente o simultanea. Se ha seleccionado el dominio SH3 de la Abl porque en este ni se
ha descrito la formacion de fibras amiloides ni la de oligobmeros entrecruzados y, ademas,
presenta una composicion de los lazos con cambios en residuos importantes para la
estabilizacion el dimero entrecruzado del domino c-Src SH3. También se ha estudiado el efecto
de las mutaciones oncogénicas del dominio SH3 de la variante viral de la c-Src tirosina quinasa,

la v-Src, que aparecen precisamente en los lazos intercambiados.

Se ha llevado a cabo un estudio estructural y la caracterizacion biofisica de todas las proteinas
objeto de estudio. Los resultados obtenidos en esta Tesis demuestran que, al menos en el caso
del dominio c-Src SH3, existen otros factores que facilitan la formacién de dimeros
entrecruzados, mas alla de la composicion del lazo. En efecto, la sustitucion de los lazos RT y
n-Src del dominio Abl da lugar a un dimero entrecruzado en el cual los dos lazos actiian como
lazo bisagra. En todas las condiciones estudiadas no se ha logrado la formaciéon de dimeros
entrecruzados de las quimeras Abl con los lazos del dominio c-Src. La caracterizacion biofisica
demuestra que mientras la sustituciéon de los lazos de la Abl en el domino c-Src apenas
producen cambios en la estabilidad del dominio, el efecto es mucho més notable en las
quimeras del domino Abl en la que se han introducido los lazos del dominio c-Src-SH3. En
cuanto a la formacion de fibras amiloides, hemos corroborado la presencia de estos en aquellos

dominios que se han obtenido como dimeros entrecruzados.

Son de especial interés los resultados obtenidos con la variante oncogénica del dominio c-Src
SH3. La formacion del dimero entrecruzado solo se ha obtenido en la proteina que contiene las
mutaciones en el lazo n-Src, pero no en el lazo RT. Se han obtenido las estructuras de tres

variantes de este dominio que permiten analizar la pérdida de estabilidad de este dominio



mientras conserva la capacidad de unir secuencias ricas en prolina. En este dominio la mutacion
de Arg95Trp conduce a la pérdida de un puente salino que es clave para estabilizar el dimero
entrecruzado. Ademas, la presencia del Trp95 en el lazo hace la proteina mds inestable y

susceptible de agregarse formando fibras amiloides.



Abstract

This doctoral thesis investigates the molecular principles of protein misfolding, like three-
dimensional domain-swapping or amyloid formation. For this purpose, we have used a model

protein as it is the SH3 domain of the c-Src tyrosine kinase.

Our studies were mainly focused on the role of the so-called hinge loop, which is the region of
the protein susceptible to opening to facilitate the formation of the intertwined oligomers. Two
of the loops, the RT and n-Src loops, have been interchanged between c-Src-SH3 and Abl-SH3
domains. Abl has been selected because neither formation of amyloid fibres nor intertwined
oligomers have been described in its SH3 domain. In addition, these loops play a key role in
the domain function, and their composition is different in crucial residues in stabilising the
intertwined dimer of the c-Src-SH3. In this way, chimeric proteins of the c-Src-SH3 and Abl-
SH3 domains have been constructed, introducing the RT or the n-Src loops, or both loops
simultaneously. We have also studied the effect of oncogenic mutations in the SH3 domain of
the viral variant of c-Src tyrosine kinase, v-Src. These mutations appear precisely in the

exchanged loops.

We have carried out a structural study and biophysical characterisation of all the designed
chimeric proteins and the v-Src mutants. The results obtained in this thesis show that, at least
in the case of the c-Src SH3 domain, other factors beyond the composition of the hinge loop
facilitate the formation of intertwined dimers. Indeed, the substitution of the RT and n-Src
loops of the Abl domain gives rise to an intertwined dimer in which the two loops act as hinge
loops. In all the conditions studied, Abl chimeras with the loops of the ¢-Src domain do not
form intertwined dimers. The biophysical characterisation shows that the substitution of the
Abl loops in the c-Src-SH3 domain barely produces any changes in the stability of the domain.
This effect is much more notable in the chimeras of the Abl domain in which the c¢-Src domain
loops have been introduced. Regarding the formation of amyloid fibres, these are formed by

those chimeras obtained as intertwined dimers.

The results obtained with the oncogenic variant of the c-Src SH3 domain are quite interesting.
Formation of the intertwined dimer takes only place in the protein that contains the mutations
in the n-Src and distal loops, but not in the RT loop. The structures of three variants of this
domain have been obtained. These structures show that although the viral SH3 domain is less

stable, this domain can bind sequences rich in proline. In this domain, the mutation of Arg95Trp



leads to the loss of a salt bridge that is key to stabilising the intertwined dimer. Furthermore,
the presence of Trp95 in the loop makes the protein more unstable and susceptible to

aggregation forming amyloid fibres.
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1.1 Introduccion

Las proteinas ademas de ejercer papeles vitales en los organismos vivos, en los
ultimos afios han surgido como un recurso biotecnologico de gran valor. Los procesos
bioldgicos en los que intervienen las proteinas son diversos, desde su implicacion en
reacciones quimicas hasta las meramente estructurales. Son, sin duda, las moléculas mas
complejas que existen. Partiendo de solo 20 aminoacidos, las cadenas polipeptidicas
formadas por estos son capaces de realizar funciones muy diversas que en general estan
asociadas a las estructuras tridimensionales especificas que adoptan. Durante mas de 50
anos, desde que Anfinsen propuso que la estructura tridimensional de las proteinas estaba
codificada en su secuencia (Anfinsen et al., 1961), los investigadores han invertido gran
cantidad de tiempo y esfuerzo en intentar predecir estas estructuras a partir de las
secuencias. A finales del afio 2020 se alcanzo el gran hito de desarrollar un programa
informatico capaz de lograr esto: Alpha Fold 2 (Callaway, 2020; Jumper ef al., 2021). En
principio, este programa es capaz de alcanzar una fiabilidad en los modelos que predice
tan alta como la de los modelos experimentales obtenidos por cristalografia de rayos X o
crio-microscopia electronica (Callaway, 2020). ; Pero realmente se pueden predecir todas

las estructuras de las proteinas a partir de sus secuencias?

La secuencia de las proteinas constituye su estructura primaria, pero para que sean
funcionalmente activas deben adquirir no solo una estructura tridimensional especifica,
estructura terciaria, también en muchos casos formar oligdmeros que son lo que se
considera la estructura cuaternaria de las proteinas. De esta forma, algunas proteinas estan
formadas por una sola cadena, pero otras estan compuestas por varias cadenas iguales,
homoligomeros, o distintas, heteroligobmeros. La oligomerizacion aporta a las proteinas
una ventaja evolutiva ya que puede incorporar mecanismos mas complejos de regulacion
de su funcién como el alosterismo (Vitagliano et al., 1999; Schymkowitz et al., 2001,
Mathiharan et al., 2015). Es por ello, por lo que el interés en la oligomerizacion de
proteinas ha ido creciendo en los ultimos afos gracias al aumento del conocimiento en
dichos procesos. La oligomerizacion abre posibles aplicaciones en el campo de la
biotecnologia y en la fabricacién de nuevos materiales, ademas de poder estudiar sus

implicaciones en procesos biologicos y enfermedades.

Los experimentos pioneros de Anfinsen demostraron que el proceso de plegamiento
de las proteinas es espontaneo, y en ¢él, la proteina adquiere su estructura nativa mediante

interacciones electrostaticas e hidrofobicas, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der
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Waals (Dill, 1990; Pace et al., 1996). A pesar de los numerosos trabajos realizados para
entender el proceso de plegamiento, todavia quedan muchas cuestiones por aclarar. Por
ejemplo, por qué en algunos casos las proteinas adquieren conformaciones alternativas al
supuesto plegamiento nativo (funcional) de la proteina. Estos supuestos fallos dan lugar
a proteinas parcial o totalmente desplegadas, que pueden constituir el origen de la

aparicion de ciertas enfermedades o tener un papel distinto al de la proteina original.

Si la proteina esta incorrecta o parcialmente plegada puede exponer sus residuos
hidrofobicos al medio acuoso. Esto constituye una situacidn energéticamente
desfavorable que puede evolucionar hacia la formacion de agregados amorfos o constituir
agregados de mayor orden, denominados fibras amiloides. La acumulacion de estos
ultimos agregados ha sido vinculada a gran numero de enfermedades humanas entre las
que destacan enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades del Alzheimer y
de Parkinson (Chiti & Dobson, 2006). Sin embargo, el mecanismo molecular por el cual
se forman estos agregados y su papel en la enfermedad, ain se desconoce. Por ello el
interés de su estudio estructural, pero hasta la fecha la informacion a nivel atdmico de
estos agregados es escasa. Su gran tamafio y las dificultades para obtener cristales de
fibras amiloides dificulta el uso de las dos principales técnicas de alta resolucion
estructural, RMN y cristalografia de rayos X. Una estrategia para abordar tales estudios
es mediante la caracterizacion de procesos de plegamiento alternativo, como es el
entrecruzamiento de dominios. A diferencia de los amiloides, estos oligdbmeros pueden
ser cristalizados, lo que permite obtener informacion estructural mediante difraccion de
rayos X (Camara-Artigas, 2016). Ademas, se ha propuesto que este proceso puede estar
detras de los primeros estadios que dan lugar a la formacion de fibras amiloides (Ding et
al., 2002). Esta propuesta cobra validez si tenemos en cuenta que la mayoria de las
proteinas que forman oligomeros entrecruzados son a su vez propensas a formar fibras
amiloides (Bennet ef al., 2006; Van der Wel, 2012; Bacarizo et al., 2014). El analisis
estructural de estos oligdmeros entrecruzados podria ser la clave para entender las
condiciones moleculares e interacciones que dan lugar a plegamientos alternativos de las
proteinas, ya sea a la formacion de agregados fibrilares o al entrecruzamiento de

dominios.

Para avanzar en el conocimiento de los procesos que dan lugar a plegamientos
alternativos es conveniente elegir una proteina que pueda usarse de modelo. Esta, ademas

de sufrir formacion de fibras amiloides y entrecruzamiento de dominios, debe ser facil de
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purificar y caracterizar. Una proteina que cumple estos requisitos es el dominio SH3 de
la c-Src tirosina quinasa (Bacarizo et al., 2014). Este dominio ha sido ampliamente
estudiado  tanto  experimental como  tedricamente en  procesos  de
plegamiento/desplegamiento. Su pequeio tamafio junto a otras de sus propiedades, lo
hace perfecto como modelo para llevar a cabo dichas investigaciones (Camara-Artigas,

2016).

Estudiar los primeros pasos en la formacion de estos fendmenos de agregacion
proteica, asi como un mayor conocimiento estructural de los mismos, es imprescindible
para el disefio de farmacos y tratamientos que posibiliten bloquear el mecanismo por el
cual las proteinas adquieren un plegamiento andémalo, y asi poder combatir las

enfermedades relacionadas con estos procesos.

1.2 Entrecruzamiento de dominios
1.2.1 Conceptos basicos

El entrecruzamiento de dominios, también conocido como 3D-DS, por sus siglas en
inglés 3D domain swapping es un proceso de oligomerizacion que se produce en las
proteinas, y que consiste en el intercambio de dominios o de elementos de la estructura
secundaria entre monomeros distintos de la proteina, dando lugar a dimeros u oligbmeros
de mayor orden (Bennet et al., 1994; Bennet et al., 1995; Mascarenhas et al., 2016). El
término 3D se usa para aclarar que este proceso no se produce en términos genéticos sino
de forma tridimensional (Hirota et al., 2019). Generalmente, se suele producir en los
extremos N- y C- terminal, aunque puede originarse en cualquier lugar de la cadena
polipeptidica (Rousseau et al., 2012). El lazo bisagra es el determinante del
entrecruzamiento de dominios, ya que es la unica region de la proteina que adopta una
conformacion totalmente diferente en el mondémero y la forma entrecruzada, y por ello,

debe tener cierta flexibilidad (Liu & Eisenberg, 2002; Rousseau et al., 2012).

El fenomeno de entrecruzamiento de dominios fue descrito por primera vez por
Eisenberg y colaboradores en 1994 (Bennet et al., 1994; Bennet et al., 1995; Liu &
Eisenberg, 2002). Ellos fueron quienes establecieron una clasificacion basandose en la
disponibilidad estructural de las formas entrecruzada y no entrecruzada, distinguiéndose

tres tipos de entrecruzamiento entre dominios:
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a) Bona fide domain swapping: Se conocen las estructuras del mondémero cerrado y
del dimero entrecruzado.

b) Quasi domain swapping: La estructura del entrecruzado se conoce, pero la
monomeérica no, aunque existe una estructura monomérica homoéloga.

¢) Candidato para domain swapping: En este caso no existe la forma monomeérica ni

ninguna homologa.

El mecanismo por el cual se produce el 3D-DS no esta claro. Eisenberg y
colaboradores propusieron un mecanismo simple para explicar el proceso de 3D-DS
donde, las unidades monoméricas de una proteina se ‘‘abren’’ para entrelazarse con la
unidad correspondiente de otra molécula de la proteina. Este estado del monomero se
conoce como ‘‘estado monomérico abierto’’, mientras que el estado monomérico, que no
estd acoplado con la otra molécula se conoce como ‘‘estado monomérico cerrado’’,
siendo este ultimo més compacto e independiente (Figura 1.1). La transformacién entre
las formas monomeéricas abierta y cerrada es clave en el proceso de entrecruzamiento de
dominios. En términos de energia, la diferencia de energia para la conversion de un estado
en el otro es la llamada energia de activacion. La diferencia de energia libre entre el estado
monomeérico cerrado y el oligdmero entrecruzado es baja ya que ambos comparten la
misma estructura excepto en el lazo bisagra. Sin embargo, la barrera energética entre
ambos estados es elevada, y puede ser reducida mediante cambios en las condiciones del
medio, como cambios de temperatura, pH, presencia de ligandos o agentes

desnaturalizantes, o cambios en la secuencia, entre otros (Liu & Eisenberg, 2002).

7’

Lazo bisagra

A B
\ - —
Dimero entrecruzado
Monémero Monémero
cerrado abierto
(plegado) (parcialmente
desplegado)

Figura 1.1. Representacion gréfica del entrecruzamiento de dominios. (A) Un mondmero cerrado puede dar
lugar a su homdlogo abierto bajo las condiciones adecuadas del medio. (B) Dos monémeros abiertos pueden
interaccionar dando lugar a un dimero entrecruzado. El lazo bisagra es el conector entre las estructuras
intercambiadas, su conformacion es diferente en el monémero y el oligdémero entrecruzado.
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Cuando se produce algiin cambio en las condiciones del medio la barrera energética
que separa al mondémero cerrado del oligémero se reduce, dando lugar a la formacion de
oligdbmeros entrecruzados. En este proceso dos 0 mas mondmeros abiertos pueden agregar
dando lugar al oligomero entrecruzado. Mediante ingenieria genética se pueden introducir
cambios en los aminoacidos del lazo bisagra los cuales pueden afectar al proceso de 3D-
DS mediante cambios en el equilibrio mondémero-oligdbmero entrecruzado (Liu &
Eisenberg, 2002). No esta claro que todas las proteinas que sufren procesos de
intercambio de dominios lo hagan mediante la misma via. Sin embargo, todas requieren
un cambio en la interfaz cerrada, lo que contribuye a la alta energia de activacion (Liu &

Eisenberg, 2002).

El 3D-DS pone de manifiesto que no siempre la secuencia de aminoacidos da lugar
a un unico plegamiento tridimensional, sino que éste depende de las condiciones
fisiologicas del medio, incumpliéndose asi el dogma de Anfinsen (Anfinsen et al., 1961).
De esta forma una unica secuencia de aminoacidos puede dar lugar a mas de un

plegamiento tridimensional.

1.2.2 Importancia biolégica

Durante algun tiempo el fenémeno 3D-DS fue considerado como un artefacto del
tratamiento in vitro de algunas proteinas y hasta hace poco no se han propuesto posibles
papeles funcionales de estas estructuras entrecruzadas. Algunas proteinas requieren del
entrecruzamiento de dominios para llevar a cabo su funcidon, mientras que, en otras, este
proceso parece ser mas bien un artefacto del aislamiento de la molécula completa (Liu &
Eisenberg, 2002). Ademas, se cree que podria estar relacionado con los mecanismos
evolutivos de la formacion de oligomeros de algunas proteinas (Schlunegger et al., 1997;

Liu & Eisenberg, 2002; Kundu & Jernigan, 2004).

La oligomerizacion de proteinas presenta ciertas ventajas en comparacion con sus
homologos monoméricos. Algunas de estas ventajas incluyen un mayor control
alostérico, la disponibilidad de una mayor superficie de union, y un aumento en el numero
de sitios activos (Liu & Eisenberg, 2002). Schymkowitz y colaboradores en 2001
proporcionaron evidencias de que el 3D-DS esta implicado en la regulacion de las
funciones bioldgicas de algunas proteinas, participando en su mecanismo alostérico y de

sefializacion (Schymkowitz et al., 2001).
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El entrecruzamiento de dominios también se relaciona con la regulacién de la
actividad de las proteinas. Por ejemplo, el dimero entrecruzado de la glioxilasa I de
Pseudomonas putida contiene dos sitios de unidon a metales, mientras que su forma
monomeérica, menos activa, contiene un solo sitio de unioén (Saint-Jean et al., 1998).
También juega un papel fundamental en la RNasa seminal bovina, en la que el dimero
entrecruzado presenta toxicidad selectiva para las células tumorales, mientras que el
monoémero no lo hace (Di Donato et al., 1995; Rosseau et al., 2012). Ademas, se ha
sugerido que el 3D-DS estd implicado en el mecanismo de evolucion del plegamiento de
grandes complejos cuando es seguido de duplicacion y fusidon génica y en el ensamblado
de proteinas (Bennett et al., 1995, Baker et al., 2016). Otro ejemplo es el dominio PDZ2
de las proteinas Zonula Occludens (ZO) 1y 2 que ha sido caracterizado solo en su forma
entrecruzada, por lo que se cree que ésta esta estrechamente relacionada con su funcion

(Fanning et al., 2007; Wu et al., 2007; Chen et al.,2008).

Hay evidencias de que la dimerizacion también podria jugar un papel clave
impidiendo la formacion de agregados citotoxicos de algunas proteinas. Ding y
colaboradores describieron mediante estudios de dindmica molecular que el dominio c-
Src-SH3 forma dos tipos de estados diméricos, uno de ellos es un dimero entrecruzado y
el otro es un estado propenso a la agregacion capaz de formar fibras amiloides (Ding et
al., 2002). La formacioén competitiva de dimeros entrecruzados en este dominio, reduce
la probabilidad de la amiloidogénesis. La evidencia estructural también relaciona el 3D-
DS con la formacion de agregados moleculares presentes en las capsidas de algunos virus

(Ivanov et al., 2007).

La gran variedad en cuanto a secuencia y estructura de las proteinas que forman 3D-
DS sugiere que cualquier proteina puede sufrir estos procesos bajo las condiciones
adecuadas. Un elemento critico en este proceso es el lazo bisagra, su longitud y secuencia
se creen criticos en la formacion de 3D-DS (Liu & Eisenberg, 2002). Por ejemplo, la
presencia de prolina en el lazo bisagra ha sido descrita como un elemento critico en la
formacion de oligdmeros entrecruzados (Rousseau et al., 2001). Se cree que dichas
condiciones deben producir cierta desestabilizacion de la proteina, lo que la lleva a una
alteracion estructural o un desplegamiento parcial (Schlunegger et al., 1997; Liu &
Eisenberg, 2002; Rousseau et al., 2012). Sin embargo, una de las consecuencias de la

desestabilizacion de estas proteinas es su agregacion, que ha sido asociada con varias
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enfermedades humanas como la enfermedad del Parkinson y de Huntington (Chiti &

Dobson, 2006).

1.2.3 Los primeros descubrimientos: desde la ribonucleasa A hasta los dominios
SH3

El término 3D-DS fue usado por primera vez para describir la estructura dimérica de
la toxina diftérica (Bennet ef al., 1994). Aunque en realidad, la primera evidencia del
proceso de entrecruzamiento de dominios se atribuye a la ribonucleasa A bovina, que
forma dimeros al ser liofilizada en 4cido acético (Figura 1.2) (Crestfield et al., 1962; Liu
& Eisenberg, 2002; Cahyono et al., 2019). En este caso, el 3D-DS se puede producir tanto
en el extremo N-terminal como en el extremo C-terminal o en ambos a la vez (Liu &
Eisenberg, 2002; Ding et al., 2006). Desde entonces, el proceso de entrecruzamiento de
dominios ha sido observado en gran cantidad de proteinas. Sin embargo, no existe un

claro patron entre las proteinas en las que se produce (Liu & Eisenberg, 2002).

Monédémero cerrado Mondmero abierto Dimero entrecruzado

Dimero
entrecruzado en
el N-ter

Dimero
entrecruzado en
el C-ter

Figura 1.2. Representacion grafica de los dimeros entrecruzados de la RNasa A bovina (c6digo PDB de la
forma monomérica: 2E3W; codigo PDB del dimero entrecruzado en el extremo N-terminal: 1A2W; cédigo
PDB del dimero entrecruzado en el extremo C-terminal: 1FOV). En azul y cian se muestran el dominio o
los elementos de estructura secundaria intercambiados. En el dimero entrecruzado, la cadena
complementaria se muestra en rosa, y los elementos intercambiados en azul claro (Camara-Artigas, 2016).

Algunos de los dominios proteicos usados para el estudio de procesos de plegamiento
y reconocimiento molecular han sido cristalizados como dominios entrecruzados, de entre
los que cabe destacar el dominio SH3 (Rousseau et al., 2012, Camara-Artigas, 2016).
Hasta la fecha los dominios SH3 que sufren procesos de entrecruzamiento de dominios

son Eps8 (Kishan et al., 1997, Kishan et al., 2001), p47phox (Goemping et al., 2003;
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Yuzawa et al., 2004), el dominio SH3 del extremo C-terminal de la CRKL (Harkiolaki et
al., 2006), c-Src (Camara-Artigas et al., 2009) y Nckl (Richter et al., 2020). El
entrecruzado resultante de cada uno de estos dominios depende de la region
intercambiada. En principio, los tres lazos del dominio, RT, n-Src y distal pueden servir
como lazo bisagra (Richter ef al., 2020). El lazo n-Src es el que actua de lazo bisagra en
los dominios Eps8-SH3, c-Src-SH3 y Nck1-SH3.1, mientras que el lazo bisagra en el
dimero entrecruzado del dominio p47phox-SH3 es el lazo distal y, en CRKL es el lazo
RT el que desempefia esta funcion (Kishan et al., 1997; Goemping ef al., 2003; Yuzawa
et al., 2004; Harkiolaki et al., 2006; Camara-Artigas et al., 2009; Richter et al., 2020).
De entre todos estos dominios, el dominio c-Src-SH3 es especialmente interesante, ya
que es el unico que hasta la fecha es capaz de formar dimeros entrecruzados y fibras
amiloides (Camara-Artigas, 2016; Richter et al., 2020). Camara-Artigas y colaboradores
describieron la formacion de dimeros entrecruzados en el dominio c-Src-SH3 (Figura
1.3). Estos son obtenidos a pH 4cido y en presencia de moléculas de polietilenglicol de
bajo peso molecular, que ayudan a estabilizar la formacion del entrecruzado. Los cambios
conformacionales que se producen van acompafniados de una redistribucion en los puentes
de hidrégeno y salinos que se forman en los lazos RT y n-Src, los cuales juegan un papel

fundamental en la estabilidad del dimero (Camara-Artigas et al., 2009).

Figura 1.3. Representacion grafica del dimero entrecruzado del dominio c-Src SH3 (c6digo PDB:6XVO)
(Plaza-Garrido et al., 2020).

La diversidad de los dominios SH3 que presentan este tipo de comportamiento indica
una predisposicion general del dominio SH3 a formar 3D-DS, y sugiere la posibilidad de
que otros dominios SH3 pudieran sufrir procesos de entrecruzamiento bajo las

condiciones adecuadas.
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1.3 Formacion de fibras amiloides
1.3.1 Descripcion y estabilidad

El término amiloide procede de la palabra griega amylon y del latin amylum, que
significa almidon. En principio, se determiné que su naturaleza era polisacarida. Sin
embargo, Virchow y colaboradores fueron los que describieron su naturaleza proteica
(Cohen, 1986). Fueron estos mismos investigadores los primeros en usarla en contexto
médico para describir los depodsitos patogénicos en humanos que se tefiian de azul
violaceo al reaccionar con una disolucion de yodo y acido sulftrico (Cohen, 1986; Sipe
& Cohen, 2000; Fandrich, 2007). Sin embargo, este fenomeno no atrajo la atencion de la
comunidad cientifica hasta que hace unos afios se encontrd que su aparicion estd
relacionada, principalmente, con enfermedades neurodegenerativas (Ross & Poirier,

2004; Chiti & Dobson, 2006).

En condiciones fisioldgicas, las proteinas se pliegan en su estado nativo. Sin
embargo, bajo condiciones desnaturalizantes, algunas proteinas sufren procesos
alternativos de plegamiento dando lugar a estructuras fibrilares conocidas como fibras
amiloides (Dobson, 2003; Stefani, 2004; Yang & Dunstan, 2014). Una de las
caracteristicas mas importantes de estas estructuras es su alto contenido en lamina f
dispuestas de forma caracteristica en una conformacion cruzada 3 (Rambaran & Serpell,

2008).

Estas fibras poseen una estructura interna caracteristica, de forma que las fibras de
diferentes proteinas dan lugar a una disposicion estructural similar. Sin embargo, la
obtencion de informaciéon a nivel estructural no es sencilla debido a su naturaleza
unidimensional, que junto con su baja solubilidad hace dificil su cristalizacion para
posteriormente obtener informacion mediante difraccién de rayos X, y su gran tamafio
dificulta el uso de RMN. Por ello, la microscopia electronica, la microscopia de fuerza
atémica, la resonancia paramagnética electronica, el RMN de estado sélido, el dicroismo
circular y la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier constituyen los
principales métodos para llevar a cabo estudios estructurales de amiloides (Toyama &
Weissman, 2011; Camara-Artigas, 2016). Eisenberg y colaboradores fueron los primeros
en obtener un patron de difraccion de las fibras amiloides mediante rayos X (Balbirnie et
al., 2001; Diaz-Avalos et al., 2003; Nelson et al., 2005). Estos estudios demostraron que

estas fibras estdn formadas por protofilamentos cuyo nucleo estd compuesto por laminas
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B cruzadas, en el cual las ldminas B estan formadas por hebras 3 que se disponen de forma
perpendicular a lo largo del eje de las fibras, ademads, algunas laminas P interaccionan
entre si mediante sus cadenas laterales (Balbirnie et al., 2001; Diaz-Avalos ef al., 2003;
Knowles et al., 2007; Adamcik & Mezzenga, 2018). A su vez, los protofilamentos se
asocian mediante interacciones de los residuos superficiales dando lugar a las fibras
amiloides. La morfologia de estas dependera en gran medida del tipo de interacciones que
se produzcan entre los protofilamentos (Gomes & Faisca, 2019). La separacion entre las
laminas B es de 10-12 A, mientras que la distancia entre las hebras es de 4,7-4,8 A. En
general, las fibras amiloides estan formadas desde 2 a 6 protofilamentos de entre 2 a 5 nm
asociados entre si de manera retorcida o lateral dando lugar a fibras maduras de 4 a 13
nm de didmetro y 1um o mas de longitud. Las fibras maduras pueden ser fotografiadas
mediante técnicas como la microscopia de transmision electronica (TEM) o microscopia
de fuerza atomica (AFM) (Figura 1.4) (Chiti & Dobson, 2006; Adamcik & Mezzenga,
2011).
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Figura 1.4. Diferentes niveles estructurales de las fibras amiloides. (A) Fotografia mediante TEM de fibras
amiloides API1-42 entrecruzadas (Bar=1000 A). (B) Representacién esquematica del espaciado
caracteristico de las estructuras f3-cruzada obtenido del patron de difraccion de rayos X. (C) Representacion
de la jerarquia estructural del péptido AP desde la lamina 3 plegada hasta la formacion de protofilamentos
y fibras (Serpell, 2000).
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La estabilizacion de las fibras amiloides se produce gracias a las interacciones
moleculares que existen entre las ldminas y las hebras . Una de las mas importantes son
los puentes de hidrégeno que actuan de fijador entre las capas, lo que confiere una alta
estabilidad mecanica a las fibras (Knowles et al., 2007; Keten & Buehler, 2008; Adamcik
& Mezzenga, 2018). También se han descrito interacciones de tipo hidrofobico y puentes
salinos que contribuyen a su alta estabilidad. En las proteinas con gran cantidad de
residuos aromdticos las interacciones m-m también intervienen en la uniéon de los
monodmeros que dan lugar a las fibras amiloides (Makin et al., 2005; Yang & Dunstan,
2014). Este entramado de interacciones origina propiedades mecénicas y fisicas inusuales
con fuerzas comparables a la del acero y rigidez mecanica comparable a la de la seda.
Ademas, se han descrito capacidades termorresistentes (con temperaturas de fusion
mayores de 130°C) y de resistencia a la proteolisis (Knauer et al., 1992; Smith et al.,
2006). Estas caracteristicas hacen de las fibras amiloides las candidatas perfectas para el
desarrollo de nuevos materiales. La morfologia de los amiloides, asi como su tamatfio,
puede variar en funcion de factores fisicoquimicos del medio, tales como fuerza idnica,
temperatura, pH, presion, agitacion mecanica, la presencia de codisolventes y cambios en
las condiciones de crecimiento de estas (Yang & Dunstan, 2014; Camara-Artigas, 2016;
Mondal & Reddy, 2019). Estos ultimos pueden afectar a la toxicidad de las fibras
formadas (Petkova ef al., 2005). Por su parte, algunos codisolventes de pequefio tamafio
y origen orgédnico producen cambios en el equilibrio entre los estados plegado y
desplegado de la proteina, afectando a la agregacion de esta (Arakawa & Timasheft, 1985;

Canchi & Garcia, 2013; Mondal & Reddy, 2019).

1.3.2 Formacion y cinética de fibras amiloides

Para que una proteina en su estado nativo de lugar a la formacion de fibras amiloides
debe producirse un cambio en las condiciones del medio hacia condiciones
desnaturalizantes suaves, que den lugar a un estado parcialmente desnaturalizado de la
proteina. De esta forma, cuando la proteina se vuelve a plegar en las nuevas condiciones
del entorno, lo hace mediante una forma de plegamiento alternativa de auto-ensamblado,
que es capaz de evolucionar y formar fibras amiloides (Chiti et al., 1999; Stefani &
Dobson, 2003). Bajo esta forma estructural la proteina se estabiliza en el nuevo entorno.
En general, la estructura amiloide es mas estable termodinamicamente que el estado
nativo de la proteina y su formacion es un proceso irreversible en condiciones fisiologicas

(Stefani & Dobson, 2003; Meersman & Dobson, 2006; Yang & Dunstan, 2014).
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Aparentemente, no existe correlacion secuencial, estructural o funcional entre las
proteinas que forman este tipo de agregados (Almeida & Brito, 2020). Por lo que se cree
que cualquier proteina es capaz de formar amiloides bajo las condiciones adecuadas

(Yang & Dunstan, 2014).

La formacion de fibras amiloides es un proceso de varias etapas que requiere de una
fase inicial de auto-ensamblado para formar oligdmeros solubles de pequefio tamafio y
protofilamentos que dan lugar a fibras maduras (Hill et al., 2011). Dichos oligdémeros
pueden variar en tamano y forma, desde dimeros hasta grandes agregados anulares,
esféricos o fibrilares (Harper et al., 1997; Walsh et al., 1997; Chiti & Dobson, 2006; Hird
& Lendel, 2011). El modelo més aceptado es el denominado modelo de polimerizacion-
nucleacion, en el que el proceso cinético da lugar a una curva sigmoidal, medido mediante
el aumento de fluorescencia de Tioflavina T en presencia de amiloides (Adamcik &
Mezzenga, 2018). La cinética de formacion de las fibras se divide en tres fases (Figura
1.5); la fase de latencia, donde predominan los monomeros y se produce la formacion de
nucleos; seguida de una fase de elongaciéon o crecimiento exponencial, donde los
monomeros interaccionan con los nucleos (nucleacion secundaria) dando lugar a especies
de mayor tamafo, oligdbmeros y protofilamentos, y estas ultimas originan las fibras
amiloides maduras. Por ultimo, existe la fase de saturacion, donde mayoritariamente
existen fibras maduras de diferentes morfologias (Jarrett & Lansbury, 1992; Chiti &
Dobson, 2006; Adamcik & Mezzenga, 2018). La presencia de fragmentos o semillas de
fibras amiloides que actian como nticleo da lugar a un proceso de formacion donde la
nucleacion primaria es despreciable, pasando directamente a la fase de crecimiento. Se
cree que este proceso es un factor fundamental en la propagacion de la patogénesis en las

enfermedades amiloidogénicas (Cohen et al., 2011; Almeida & Brito, 2020).
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Figura 1.5. Proceso de formacion de fibras amiloides maduras. Este proceso da lugar a una sigmoide que
se divide en tres fases diferenciadas: fase de latencia, fase de crecimiento exponencial y fase de saturacion

(Adamcik & Mezzenga, 2018).

Durante afios se ha pensado que las fibras amiloides son especies toxicas, pero
recientemente ha surgido la idea de que estas especies son inertes o incluso protectoras,
siendo sus precursores los realmente citotoxicos. Esta hipotesis se fundamenta en el hecho
de que estos oligdbmeros precursores tienen la capacidad de desestabilizar la
permeabilidad de las membranas celulares (Figura 1.6), pudiendo producir la muerte
celular (Lansbury, 1999; Sirangelo et al., 2004; Stefani, 2012; Bucciantini ef al., 2014;
Yang & Dunstan, 2014).
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Figura 1.6. Representacion grafica de los diversos efectos toxicos causados por los oligdbmeros amiloides
en las membranas plasmaticas de las células. Los efectos aqui representados son interacciones inespecificas:
la formacion de poros, efecto alfombrado, y el efecto detergente con bicapas de fosfolipidos celulares que
provocan fugas a través de las membranas celulares (Yang & Dunstan, 2014).
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1.3.3 Importancia biolégica

1.3.3.1 Papel de los amiloides en enfermedades

La formacién de fibras amiloides es sin duda un plegamiento alternativo al que
tradicionalmente se conoce para una proteina funcionalmente activa, y es precisamente
esa pérdida de su funcionalidad lo que hace que este tipo de formacién sea considerada
un plegamiento erréneo (del inglés, protein misfolding). El plegamiento erroneo de
algunas proteinas y péptidos que da lugar a fibras amiloides, asi a como sus precursores
han sido asociadas con mas de 50 trastornos en humanos (Chiti & Dobson, 2017; Almeida
& Brito, 2020). La agregacion y posterior acumulacion de agregados proteicos insolubles
en los tejidos celulares parece ser la caracteristica principal de muchas enfermedades
conocidas como amiloidosis (Almeida & Brito, 2020). Entre estas se incluyen
enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades del Alzheimer, Parkinson y
Huntington, asi como otras patologias entre las que se encuentran la diabetes tipo II, la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, la encefalopatia espongiforme bovina (conocida
comunmente como la enfermedad de las vacas locas) y algunos tipos de canceres (Chiti
& Dobson, 2017; Iadanza et al., 2018; Almeida & Brito, 2020). El tratamiento de estas
enfermedades es complicado y se limita a paliar los sintomas, aunque en algunas
ocasiones se recurre al trasplante de 6rganos, o, si la masa de amiloide tiene el tamafio

adecuado, puede extirparse (Pepys, 2006; Yang & Dunstan, 2014).

La formacion de fibras amiloides en las proteinas también supone un problema en la
produccion industrial de estas macromoléculas (Yang & Dunstan, 2014). Este es el caso
de la produccién de insulina (Nielsen et al., 2001; Uversky et al., 2003) y de la industria
lactea (Navarra et al., 2007). En ocasiones, las condiciones en las que se generan estos
productos favorecen la formacién de amiloides. La presencia de estos agregados reduce
la calidad del producto, limita su vida media, genera residuos indeseables que quedan en
la maquinaria de produccién y provocan la contaminacion de todo el proceso (Uversky et

al.,2003; Navarra et al., 2007; Yang & Dunstan, 2014).

1.3.3.2 Amiloides funcionales

Sin embargo, las fibras amiloides no siempre estan relacionadas con enfermedades y
toxicidad, en algunos casos aparecen en la naturaleza los denominados amiloides
funcionales que dan lugar a materiales de alta persistencia y elasticidad y que pueden ser

encontrados tanto en bacterias y hongos como en insectos y mamiferos (Féndrich, 2007,
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Fowler et al., 2007). Algunos microorganismos utilizan este tipo de estructuras en
materiales extracelulares, es el caso del curli, que estd implicado en la formacién de
colonias y en la adhesion celular en bacterias (Chapman et al., 2002; Fowler et al., 2007).
Los amiloides también son usados con fines protectores, debido a su alta fuerza y
resistencia proteolitica, este es el caso de las hidrofobinas producidas por hongos, que son
proteinas anfipaticas que juegan un papel protector en estructuras fungicas como los
cuerpos fructiferos y las esporas (Sunde et al., 2007; Rambaran & Serpell, 2008). Con
esta misma funcion, se pueden encontrar amiloides en los oocitos y embriones de insectos
y peces (Iconomidou et al., 2000). También poseen un papel funcional los priones de
levadura, que forman ensamblados fibrilares en el citoplasma y que se asocian con
fenémenos de transferencia de informacion (Uptain & Lindquist, 2002; Rambaran &
Serpell, 2008). Ademas, algunos priones en levaduras parecen estar asociados con
cambios fenotipicos sin alterar el genotipo, lo que permite al organismo adaptarse facil y
rapidamente a los cambios del medio. En mamiferos, aparecen proteinas tipo amiloides
en las células de las fibras del cristalino, en el ojo (Frederikse, 2000; Yang & Dunstan,
2014). También, se pueden encontrar amiloides funcionales en humanos, algunas
hormonas de origen proteico y peptidico son almacenadas en estructuras fibrilares e
intervienen en la producciéon de melanina a partir de la polimerizacion de pequefias
moléculas (Fowler et al., 2005; Maji et al., 2010). Se cree que los amiloides forman
depositos en capilares y arterias para sellarlas, y que podria tener una funcion importante

conservando la integridad vascular (Atwood et al., 2003; Yang & Dunstan, 2014).

En los ultimos afios, el interés por las fibras amiloides ha aumentado, no solo por su
implicacion en enfermedades, sino por su prometedor uso en aplicaciones
biotecnoldgicas. La alta fuerza y resistencia de estas fibras, descrita anteriormente, junto
con la posibilidad de ensamblaje con otras proteinas o su uso como plantillas para su
unién con metales y sus distintas morfologias hacen de estas fibras una opcion atractiva
para su aplicacion en nanotecnologia (Reches & Gazit, 2003; Scheibel et al., 2003;

Baldwin & Bader, 2006; Barrau ef al., 2008).

1.3.4 Formacion de fibras amiloides en dominios SH3

Los dominios SH3 han sido ampliamente usados como modelos en estudios, tanto
experimentales como computacionales, de plegamiento y desplegamiento de proteinas

(Morel et al., 2015). El amplio conocimiento de estos dominios, junto con su capacidad
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para formar amiloides bajo ciertas condiciones de fuerza ionica, pH y temperatura, los
hace perfectos para llevar a cabo estudios de formacion de fibras amiloides (Castello et

al,, 2017).

Hasta la fecha, son cinco, los dominios SH3 que forman agregados fibrilares: PI3K-
SH3, a-Spc-SH3, Fyn-SH3, c-Src-SH3 y ¢-Yes-SH3 (Camara-Artigas, 2016). El dominio
PI3-SH3 fue el primer dominio SH3 en ser relacionado con la formacion de fibras
amiloides. Guijarro y colaboradores en 1998 describieron la formacion de un gel a pHs
acidos del dominio SH3 de la subunidad bovina p85a de la fosfatidilinositol 3-quinasa.
Los ensayos con Rojo Congo, microscopia electronica y la difraccion de rayos X
demostraron que el gel formado correspondia a fibras amiloides (Guijarro et al., 1998).
Estos amiloides se formaron al incubar la proteina a 10 mg/mL en tampén pH 2,0 durante
varios dias a temperatura ambiente y a 4 °C. A este pH el dominio PI3K-SH3 se
desestabiliza dando lugar a la formacion de varios intermedios que estdn parcialmente
plegados, y que polimerizan dando lugar a fibras amiloides (Ventura et al., 2002).
Mientras que a pH neutro la proteina existe en una conformacion que impide la formacioén
del intermedio que da lugar a amiloides (Guijarro ef al., 1998). En el caso de la a-Spc-
SH3, Morel y colaboradores demostraron que, con una sola mutacion, Asn47Ala, este
dominio era capaz de formar agregados fibrilares en condiciones ligeramente acidas. Esta
mutacion en el lazo distal desestabiliza el dominio y da lugar a la formacion de amiloides
cuando la proteina es incubada durante varios dias a altas concentraciones (30 mg/mL), a
pH 3,0 a una temperatura de 37 °C (Morel et al., 2005). El dominio nativo de la a-Spc-
SH3 también forma fibras amiloides bajo condiciones similares a las descritas para el
mutante N47A. Sin embargo, la formacion de fibras amiloides en a-Spc-SH3-N47A es
mas rapida que en la variante nativa, que presenta una fase de latencia mas larga (Varela

et al.,2009).

Otro de los dominios SH3 que forma fibras amiloides es el de la proteina c-Yes.
Martin-Garcia y colaboradores describieron la formacion de geles a bajas concentraciones
de proteina, del orden de 1mg/mL, a pH 3,0 y temperatura ambiente. En estas condiciones,
se encontraron fibras de hasta 8 nm. Los ensayos con Rojo Congo y Tioflavina T
corroboraron la presencia de estos agregados (Martin-Garcia et al., 2007). La formacion
de amiloides en este dominio es dependiente del pH, no produciéndose este fenomeno a
pH mayor de 3,0. Estudios basados en dinamicas moleculares relacionan la formacién de

fibras amiloides con la alta flexibilidad del lazo RT del dominio c-Src-SH3. Estas

38



simulaciones proponen un mecanismo que implica el entrecruzamiento de los lazos RT
en los diferentes dominios SH3, que acaba produciendo la formacion de los agregados.
Los lazos RT de los dominios c-Yes-SH3 y c-Src-SH3 son homdlogos en secuencia
(Martin-Garcia et al., 2007). La formacion de fibras amiloides del dominio c-Src-SH3 fue
demostrada experimentalmente por Bacarizo y colaboradores (Bacarizo et al., 2014). En
los estudios que llevaron a cabo, describieron la formacion de fibras amiloides en la forma
nativa del dominio y en el mutante Q128E. En el dominio nativo los agregados fibrilares
aparecian tras haber sido incubado durante una hora a altas concentraciones de proteina,
mayores de 20 mg/mL, a pH 5,0 y 25 °C. Sin embargo, el mutante c-Src-SH3 Q128E
formaba fibras amiloides tras dos semanas de incubaciéon a 10 mg/mL, a pH neutro, a una
temperatura de 37 °C y en presencia de 0,1 M de cloruro sédico. La formacion de
amiloides también ha sido descrita para el mutante A39V-N53P-V55L del dominio Fyn-
SH3, que carece del carboxilo terminal. Esta proteina forma amiloides a pH neutro y
temperatura ambiente (Neudecker et al., 2012). En el caso del dominio Abl SH3 estudios
de dindmicas moleculares sugieren la posibilidad de formacién de fibras amiloides, sin
embargo, hasta la fecha no se dispone de ninguna evidencia experimental (Lapidus et al.,

2012).

1.4 Relacion entre entrecruzamiento de dominios y formacion de fibras
amiloides

En algunas proteinas se ha observado cierta correlacion entre su tendencia a sufrir
procesos de entrecruzamiento de dominios y su habilidad para formar fibras amiloides
(Van der Wel, 2012). En ambos procesos, las proteinas nativas deben sufrir cierta
desestabilizacion que acaba dando lugar a la formacion de oligbmeros entrecruzados o
fibras amiloides. Asi, la tendencia al entrecruzamiento de dominios podria jugar un papel
esencial en los primeros pasos del proceso de nucleacion de la formacion de fibras (Van
der Wel, 2012). Sin embargo, no en todas las proteinas parece haber una relacion positiva
entre ambos procesos. En algunas, la formacion del oligdbmero entrecruzado parece
estabilizar la proteina, impidiendo la formacién del amiloide. De esta forma se han
propuesto dos tipos de modelos; el modelo runaway domain swapping o
entrecruzamiento de dominios incontrolado (Guo & Eisenberg, 2006) y el modelo off
pathaway folding o plegamiento alternativo (Pallito & Murphy, 2001; Mondal & Reddy,
2019). En el primero, las proteinas vecinas intercambian sus dominios dando lugar a

largas cadenas que continuan creciendo, formando el amiloide. En este caso, el
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entrecruzamiento de dominios es de propagacion. Un ejemplo es la cistatina C humana
en la que la supresion de la formacion del dimero evita la formacion del amiloide (Nilsson
et al., 2004; Kolodziejczyk et al., 2010; Mondal & Reddy, 2019), otros ejemplos son la
proteina prion humana y la B2-microglobulina (Eisenberg, 2006). El segundo modelo
propone que las proteinas vecinas intercambian sus dominios de forma cerrada, sin dejar
ningln extremo abierto, de forma que el proceso de entrecruzamiento de dominios solo
produce oligomeros de tamafio definido. En este caso, el entrecruzamiento de dominios
es reciproco y el oligdbmero entrecruzado es el producto final, no pudiendo evolucionar
en el proceso de formacion del amiloide y ralentizando el mismo (Mondal & Reddy,
2019). Un ejemplo es la RNasa A, la cual se entrecruza de forma reciproca dando lugar a
un entrecruzado cerrado formado por dimeros, trimeros o tetrameros (Liu ef al., 1998;

Liuetal., 2001; Liu et al., 2002; Gotte & Libonati, 2004).

En algunas ocasiones, ambos modelos pueden aplicarse a la misma proteina. Por
ejemplo, se ha descrito mediante dindmicas moleculares que el dominio c-Src-SH3 forma
dos tipos de dimero: un dimero entrecruzado cerrado y otro abierto. En el dimero
entrecruzado cerrado, los residuos hidréfobos quedan enterrados en el interior de la
estructura, por lo que no es posible que siga interaccionando con dominios vecinos, de
manera que el proceso de elongacion junto con la posible formacion de fibras amiloides
no se produce. Mientras que, el dimero entrecruzado abierto permite la propagacion del
entrecruzamiento con dominios vecinos dando lugar a los primeros estadios para la
formacion de fibras amiloides (Figura 1.7) (Ding et al., 2002). Hasta la fecha, y que esté
en nuestro conocimiento, el tnico dominio SH3 que es capaz de formar dimeros
entrecruzados y fibras amiloides es el dominio c-Src-SH3 (Cémara-Artigas et al., 2009;

Bacarizo et al., 2014; Camara -Artigas, 2016).
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Figura 1.7. Esquema del mecanismo de intercambio de dominios y su posible papel en el proceso de
agregacion de proteinas. Algunas proteinas, experimentan un despliegue parcial o total bajo determinadas
condiciones del medio (A) En estas condiciones, las proteinas parcialmente desplegadas pueden sufrir
procesos de entrecruzamiento de dominios, dando lugar a oligdbmeros entrecruzados de manera reciproca.
(B) Modelo ““Off pathway folding’’, o plegamiento alternativo. (C, D) Modelo ‘‘Runaway domain
swapping’’ o entrecruzamiento de dominios incontrolado (Mascarenhas et al., 2017, Mondal & Reddy,
2019).

1.5 Dominios SH3 como proteinas modelo para el estudio de 3D-DS y
formacion de fibras amiloides

1.5.1 Descripcion basica de los dominios SH3: funcion y estructura

Los dominios SH3 (Src homology 3) son pequefios dominios modulares constituidos
por aproximadamente 60 aminoacidos. Se encuentran formando parte de gran variedad
de proteinas de organismos eucariotas y virus (Musacchio et al., 1992; Pisabarro et al.,
1996; Kay, 2012; Kurochkina & Guha, 2012). Algunas de sus caracteristicas, como la
falta de puentes disulfuro y grupos prostéticos, junto con su facilidad para ser expresados,
purificados y cristalizados de forma independiente, los convierte en los modelos perfectos
para el estudio de procesos de plegamiento/desplegamiento, estabilidad e interacciones
proteina-proteina o proteina-ligando (Musacchio et al., 1992; Pisabarro et al., 1996;
Camara-Artigas, 2016). Por ello, la familia de dominios SH3 es una de las mejor

caracterizadas, disponiéndose de numerosa informacion tanto experimental como
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computacional, a nivel cinético, termodinamico y estructural (Camara-Artigas, 2016). En
humanos, se ha identificado el dominio SH3 hasta en aproximadamente 530 proteinas
(Lipsick, 2019). En general, los dominios SH3 poseen diversas funciones, entre las que
se incluyen el ensamblaje molecular y el reconocimiento de ligandos (Larson &
Davidson, 2000; Thara et al., 2019). Ademas, participan en procesos de sefalizacion,
como la endocitosis, el control del citoesqueleto y el crecimiento celular (Mayer & Gupta,
1998). La regulacion de estos dominios se produce por la asociacion de los mismos a
otras proteinas y/o mediante procesos de fosforilacion, dimerizacion o isomerizacion

(Sarkar et al., 2011).

La estructura tridimensional de los dominios SH3 esta altamente conservada, incluso
en los casos en los que la similitud entre la cadena aminoacidica de algunos de estos
dominios no es mayor del 25%. La estructura de este dominio se compone de cinco
cadenas [ dispuestas en dos laminas [} antiparalelas o en un barril . Estas laminas 3
quedan conectadas mediante varios giros B y lazos. El lazo RT (residuos 89-99,
numeracion c-Src de pollo) es el primero y también el mas largo y flexible, y se une a la
cadena B2 mediante un giro B divergente tipo II (residuos 103-106). Otros lazos
importantes son el llamado n-Src (residuos 113-116) y el distal (residuos 123-127). De
este modo el lazo RT conecta las laminas B1 y B2, el lazo n-Src conecta las laminas 2 y
B3, el lazo distal conecta las ldminas 3 y 4, y las laminas B4 y B5 quedan conectadas
por una hélice 310. Los extremos N- y C- terminal se situan el uno junto al otro (Figura
1.8) (Yu et al., 1992; Musacchio et al., 1992; Musacchio et al., 1994; Kurochkina &
Guha, 2012). Algunos dominios SH3 también puede tener caracteristicas estructurales
adicionales, habitualmente situados en las regiones terminales o en los lazos (Demakis et
al., 2020). La comparacion de varios dominios SH3 pone de manifiesto la conservacion
del nucleo hidrofobico, en contraste con la variabilidad en cuanto a secuencia y
conformacion observable en los lazos, los cuales constituyen un porcentaje importante de
la secuencia del dominio (Camara-Artigas, 2016; Arbesti & Pons, 2019). A este respecto,
la conservacion es menor en los lazos RT y n-Src, pudiendo deberse esta variabilidad al
papel que juegan estos lazos en la especificidad y afinidad del proceso de union de los

dominios SH3 a secuencias ricas en prolina (Arbesu & Pons, 2019).
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Figura 1.8. Representacion grafica del plegamiento general del dominio SH3 (cédigo PDB: 4RTY) donde
se indican los nombres de los lazos y los diferentes elementos estructurales del dominio.

Los dominios SH3 llevan a cabo su funcién mediante el reconocimiento de
secuencias ricas en prolina, especialmente aquellas que contienen el motivo PxxP
(Musacchio, 2002; Thara et al., 2019). La orientacion con la que se unen estas secuencias
ricas en prolina depende de la interaccion con un residuo con carga negativa en la
superficie de union del dominio al ligando. Esta se encuentra es el llamado sitio de
especificidad que es una region proxima al sitio de unioén del motivo PxxP, constituida
por la superficie hidrofobica comprendida entre los lazos RT y n-Src (Noble ef al., 1993;
Yu et al., 1994). De esta forma, son los residuos con carga positiva, lisina y arginina, los
que juegan un papel crucial en la union del dominio proporcionando no solo la
orientacion, también contribuyendo a la energia de unidon a través de interacciones
electrostaticas con residuos en el bolsillo de especificidad (Feng et al., 1994; Shawn et

al., 2005).

1.5.2 Importancia bioldgica de los dominios SH3

En general, los dominios SH3 juegan un papel clave en la regulacion de ciertos
procesos criticos como por ejemplo la regulacién dependiente de la adhesion mediante la
fosforilacion de tirosinas, la reparacion del ADN, la apoptosis mediada por p53, en la
estimulacion de la migracion de células madre mesenquimales (proceso relacionado con
el desarrollo de algunos tumores) y con la maduracion de los osteoblastos seguida de la
formacion de huesos (Jiang et al., 2001; Moore & Winder, 2010; Levaot ef al., 2011;

Proulx-Bonneau et al., 2011).

Durante las ultimas décadas, el objetivo para el disefio y sintesis de farmacos se ha

enfocado en las interacciones proteina-proteina y proteina-ligando. Es en este punto

43



donde los dominios SH2 y SH3 han obtenido gran interés por parte de la comunidad
cientifica para su uso como agentes anti-proliferativos. Asi, estos dominios se han
convertido en importantes candidatos para el disefio de farmacos antitumorales debido a
su funcion como moddulos de reconocimiento en proteinas adaptadoras y con actividad

catalitica, y su presencia en oncoproteinas (Kurochkina & Guha, 2012).

1.5.3 Dominios SH3: Abl, c-Src, v-Src

1.5.3.1 Dominios SH3: Familia de Src tirosina quinasa

Las quinasas son enzimas que catalizan la transferencia de fosfato a las cadenas
laterales de ciertos aminoacidos. La mayoria de las quinasas que se encuentran en
eucariotas son del tipo serina/treonina quinasas o tirosina quinasas. Las tirosinas quinasas
son aquellas que se encargan de fosforilar residuos de tirosina. La familia de la Src
tirosina quinasa incluye nueve tirosinas quinasas: c-Src, Yes, Fyn (en tejidos celulares),
BLK, FGR, HCK, Lck, Lyn (presentes en células hematopoyéticas y neuronas) y Yrk
(Thomas & Brugge, 1997; Parsons & Parsons, 2004; Rupniewska et al., 2018; Alcala et
al., 2020). Estas proteinas juegan un papel clave en la sefializacion celular interviniendo
en procesos de crecimiento, proliferacion, migracion, adhesion, invasion, angiogénesis y
supervivencia celular (Alcald et al., 2020). Ademas, interaccionan con diversos
receptores de esteroides, de tirosina quinasas y acoplados a proteinas G (Parsons &
Parsons, 2004; Broman et al., 2004). La familia Src tirosina quinasa puede responder a
sefales extracelulares, interaccionar con diversas proteinas citoplasmaticas e intervenir

en la activacion de factores nucleares y sus procesos de trascripcion (Alcald et al., 2020).

Las proteinas de esta familia estdn organizadas en cuatro dominios, donde cada uno
de ellos se designa con las letras SH (Src-homology). El extremo N-terminal incluye el
dominio SH4, que interviene en la unién de la proteina a la membrana celular y en
procesos de miristoilacion, que viene seguido de un dominio tnico, que comprende unos
50-70 aminoacidos y que no muestra una similitud concreta entre los miembros de la
familia. Los dominios SH2 y SH3 intervienen en procesos de interaccion proteina-
proteina. Asi, el domino SH2 lleva a cabo esta funciéon mediante su unidon a segmentos
polipéptidicos que contienen fosfotirosina, mientras que el dominio SH3 interacciona con
motivos ricos en prolina. El dominio SH1 es el que posee actividad catalitica, y, por
ultimo, también poseen un extremo C-terminal regulador, generalmente corto, que

contiene una tirosina (Tyr527 en la secuencia de la c-Src TK de pollo) cuya fosforilacion
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es fundamental en la regulacion negativa de la actividad quinasa (Xu et al., 1997). Los

dominios SH2 y SH1 quedan unidos entre si mediante un conector (Figura 1.9).

Dominio

Figura 1.9. Representacion grafica de los dominios de la proteina c-Src tirosina quinasa (PDB: 2PTK).

La actividad quinasa esta regulada a través de interacciones entre los dominios SH1,
SH2 y SH3, en un proceso que comprende varios pasos y que es regulado por el estado
de fosforilacion de la propia proteina (Sicheri & Kuriyan, 1997; Vihinen & Smith, 1997;
Berndt et al., 2019). De forma especifica, la fosforilacion del residuo Tyr416 (numeracion
de c-Src de pollo) que se localiza en el 1azo de activacion de la actividad quinasa estabiliza
su forma funcional en la que los dominios SH2 y SH3 interaccionan con los sustratos
dando lugar a una conformacion abierta de la quinasa y permitiendo que el dominio
catalitico lleve a cabo su funcién (Xu et al., 1997; Bogon, 2004; Berndt et al., 2019)
(Figura 1.10). Asi mismo, la desactivacion de la quinasa se produce por la fosforilacion
del residuo Tyr527 (numeracion de c-Src de pollo), que se localiza en el extremo C-
terminal, y que junto a la introduccion del dominio SH3 entre los dominios SH1 y SH2
origina una conformacion cerrada de la quinasa dando lugar a su estado inactivo (Xu et
al., 1997; Young et al., 2001; Cowan-Jacob et al., 2005; Berndt et al., 2019; Lipsick,
2019). En esta forma, los dominios SH2 y SH3 no son accesibles para sus sustratos

(Figura 1.10).
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Figura 1.10. Representacion grafica de la c-Src tirosina quinasa en su conformacion abierta o funcional
(PDB: 1Y57) y cerrada o afuncional (PDB: 2SRC). Cada dominio se representa con distinto color; en azul
el dominio SH3, en magenta el dominio SH2 y en verde, el dominio catalitico. La cola c-terminal se
representa en cian, y el conector que une los dominios SH2 y catalitico, en naranja. Notese que el conector
es inaccesible en la forma cerrada, y accesible en la forma abierta (Agius et al., 2019).

Las tirosinas quinasas llevan a cabo gran variedad de funciones, entre las que
destacan aquellas que son claves en procesos de sefializacion y regulacion celular. Por
ello, no es de extrafiar que errores en su funcionamiento y regulacion estén relacionados
con numerosas patologias, entre las que se incluyen las enfermedades neurodegenerativas
o el cancer. Es por esta razon, que este tipo de enzimas constituyen una diana

farmacologica para el tratamiento de muchas enfermedades (Corbi-Verge ef al., 2013).

Uno de los miembros de esta familia, la tirosina quinasa c-Src se expresa en varios
tipos de células y tejidos (Thomas & Brugge, 1997; Honda et al., 2018). Esta proteina
interviene en el mantenimiento de la homeostasis en células normales, mediante la
regulacion de multiples procesos, entre los que se encuentran el crecimiento,
proliferacion, adhesion, diferenciacion, movilidad y migracion celular (Brown & Cooper,
1996, Thomas & Brugge, 1997; Wang et al., 2020). Sus niveles de expresion y actividad
estan altamente regulados mediante varios mecanismos (Simatou et al., 2020). En células
normales estd regulada como se ha descrito anteriormente. Sin embargo, una
desregulacion en su actividad puede producir tumorogénesis y dar lugar al desarrollo de
fenotipos relacionados con procesos oncogénicos entre los que se incluyen la
proliferacion celular descontrolada, mejora de la supervivencia o la invasividad celular
(Ishizawar & Parsons, 2004; Honda et al., 2018; Simatou et al., 2020; Sirvent et al.,
2020). En particular, la proteina v-Src, uno de los primeros oncogenes identificados como
responsables del virus del sarcoma de Rous (RSV), se caracteriza por su actividad quinasa

descontrolada (Levinson et al., 1978; Honda et al., 2018).
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1.5.3.2 v-Src, el primer oncogén

La sobreexpresion y una actividad anormal de la enzima c-Src han sido descritas en
algunas células cancerigenas. Ademas, la actividad quinasa de esta enzima ha sido
relacionada con la proliferacion de algunos canceres en humanos. Aunque la actividad de
esta enzima estd regulada, un desequilibrio en este mecanismo podria dar lugar a la
aparicion de tumores. En concreto, el oncogen v-Src fue uno de los primeros oncogenes
en ser identificados (Brugge & Erikson, 1977; Levinson et al., 1978; Vogt, 2012). La
proteina oncogénica v-Src, codificada por dicho oncogén, es una tirosina quinasa
altamente homologa de la quinasa c-Src (ambas comparten hasta un 95% de la secuencia)
y es la responsable de la aparicidon de sarcomas en pollos infectados por el RSV (Levinson
et al., 1978; Falsone et al., 2004). Su virulencia es debida a su actividad incontrolada,
producto de numerosas mutaciones puntuales y de la falta de la cola reguladora de su
extremo C-terminal (Reynolds et al., 1987; Jove et al., 1989; Miyazaki et al., 1999;
Falsone et al., 2004). Este extremo contiene la tirosina reguladora Tyr527, que tiene un
papel fundamental en la inactivacion de la quinasa. La falta de este segmento en la
proteina v-Src provoca que no pueda adoptar su forma inactiva, por lo que siempre esta
activa, incluso en ausencia de estimulos activadores (Cooper et al., 1986; Kuriyan, 2001;
Lipsick, 2019). Ademas, se ha descrito que las mutaciones Arg95Trp y Aspl17Asn
juegan un papel crucial haciendo que la enzima escape a la regulacion negativa mediada
por la quinasa Csk (Superti-Furga et al., 1993; Agius et al., 2019). Estudios previos
demostraron que las mutaciones Arg95Trp, Thr96lle (en el lazo RT), Aspl117Asn (en el
lazo n-Src) y Arg318GlIn (en el extremo N-terminal) introducidas en la proteina c-Src
daban lugar a células con fenotipos similares a aquellos que presentaban las células del
RSV (Jove et al., 1989; Miyazaki et al., 1999). Las principales mutaciones de esta
proteina se localizan en los lazos, siendo posiciones criticas en las interacciones entre los
dominios quinasa y SH3, que probablemente contribuyen a la regulacion de la propia
quinasa. La mutacion Arg95Trp que tiene lugar en el dominio SH3 parece adquirir gran
importancia, ya que esta directamente implicada en la interaccion del dominio SH3 con
el conector que une el dominio SH2 con el dominio quinasa, que interviene también en la
regulacion de la actividad enzimatica y que podria debilitar la interaccion del dominio
SH3 con su sustrato (Sicheri & Kuriyan, 1997; Xu et al., 1997; Miyazaki et al., 1999,
Falsone et al., 2004; Berndt et al., 2019).
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Los estudios llevados a cabo por Falsone y colaboradores demostraron que, ademas
de su actividad incontrolada, la enzima v-Src es menos estable que su homologa c-Src.
Por ejemplo, es menos estable frente al agente caotrdpico urea y agrega con mayor
facilidad que la c-Src. Asi mismo, determinaron que la proteina oncogénica no era activa
a temperaturas cercanas a la temperatura fisiologica. Ademads, en su estado nativo los
residuos hidréfobos quedan mas expuestos que en el caso de la c-Src lo que explicaria su
mayor facilidad para formar agregados (Falsone et al., 2004). Se ha descrito que la
proteina oncogénica v-Src es capaz de inducir tumores en modelos animales, asi como
otros parametros que promueven el crecimiento oncogénico, como el factor de
crecimiento celular, aumento en la independencia del anclaje y pérdida de inhibicion por

contacto, entre otros (Jove & Hanafusa, 1987; Frame et al., 2002; Moissoglu et al., 2005).

En esta tesis se ha trabajado con la variante Schmidt Ruppin E Strain, (Swiss-Prot
entry P00524). Esta variante, ademds de la ausencia del extremo C-terminal, contiene
once mutaciones puntuales, de las cuales cuatro se encuentran en el dominio SH3, en los

lazos RT (Arg95Trp/Thr96lle), n-Src (Aspl117Asn) y distal (Leul24Val) (Figura 1.11).

R95 D117 Y416 PY527
A
Dominio | Dominio Dominio o
I Gnico | SH3  SH2 et £l
Dominio Conector Cola
SH4 c-terminal
B
W95 N117 PY416
Dominio | Dominio Dominio o
I gnico | SH3  SH2 DomD S
Dominio Conector Cola
SH4 c-terminal

Figura 1.11. (A) Representacion esquematica de la estructura de la (A) c-Src tirosina quinasa comparada
con (B) su homdlogo oncogénico v-Src tirosina quinasa.

1.5.3.3 Abl tirosina quinasa

La familia de la Abl tirosina quinasa interviene en procesos de proliferacion,
adhesion, migracion y muerte celular, y participa también en respuestas frente al estrés
celular y reparacion del ADN (Van Etten, 1999; Pluk et al., 2002; Deville et al., 2020).
Uno de los miembros de esta familia es la Abl tirosina quinasa (Abelson tirosina quinasa)

que fusionada con la proteina Ber (“‘breakpoint cluster region’’) son las responsables de
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la leucemia en humanos, asi como su variante oncogénica, v-Abl (Ben-Neriah et al., 1986;
Van Etten et al., 1989; Colicelli, 2010). La Abl comparte un 47% de homologia
secuencial con la c-Src y al igual que esta, estd compuesta por varios dominios modulares
(Nagar et al., 2002). La mitad del N-terminal es homologa a c-Src, y cuenta con los
dominios SH2 y SH3, que al igual que en la familia Src tirosina quinasa, se unen a
segmentos polipeptidicos que contienen fosfotirosina y a motivos ricos en prolina,
respectivamente, y el dominio quinasa (Van Etten, 1999; Nagar at al., 2006). La
excepciodn a esta homologia viene dada por la region cap, que comprende los 80 primeros
residuos del extremo N-terminal y es tinica de la Abl y su paraloga (Pluk et al., 2002;
Nagar et al., 2003; Sirvent et al., 2008). Mientras que la mitad del C-terminal no es
homologo a la c-Src tirosina quinasa, y contiene un dominio de unién a actina, un dominio
de unién a ADN, y varios motivos de reconocimiento cortos, ademas carece de la cola C-
terminal que si aparece en las tirosinas quinasas de la familia Src (Van Etten, 1999; Pluk
et al., 2002; Nagar at al., 2006). La inactivacion de la actividad quinasa viene regulada
por las interacciones que se producen entre los dominios SH2 y SH3 y el conector del
dominio SH2 con el dominio quinasa, de manera similar a lo ocurrido en la regulacion de
las tirosinas quinasas de la familia Src (Chen et al., 2006). Ademas, la interaccion del
dominio SH2 con la regién cap y el sitio de miristoilacion también parece formar parte
del mecanismo de auto-inhibicion de esta quinasa (Pluk et al., 2002; Sirvent et al., 2008).
De esta forma, el dominio SH3 posee un papel fundamental en la regulacion de la
actividad quinasa y las mutaciones o deleciones en este dominio pueden dar lugar a una
activacion descontrolada de la misma (Van Etten, 1995; Van Etten, 1999; Brasher & Van
Etten, 2000; Brasher et al., 2001; Nagar et al., 2006; Blakes et al., 2020). La activacion
de la Abl se produce mediante la fosforilacion de algunos residuos como la Tyr245 y
Tyr412, asi como de residuos de serina y treonina, implicados en la regulacion catalitica

(Van Etten, 1999; Hantschel & Superti-Furga, 2004; Sirvent et al., 2008).

La proteina Abl lleva a cabo su funcion en multiples compartimentos celulares, ya
que ha sido encontrada en regiones tan diversas como en la membrana celular, el
citoesqueleto, el citosol y el nucleo (Van Etten et al., 1989; Van Etten, 1999; Sirvent et
al., 2008). Una de las funciones bioldgicas més importante de la familia Abl es su
interaccion con dominios de unidon al ADN y a proteinas del citoesqueleto, lo que le
confiere capacidades de sefializacion unicas (Colicelli et al., 2010). Esta quinasa esta

implicada en la recombinacion y replicacion del ADN y ha sido relacionada con
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respuestas celulares al dafio del ADN, como reparacion del ADN, inhibicion del
crecimiento celular y apoptosis (Sirvent et al., 2008; Colicelli et al., 2010; Yildirim &
Yaba, 2020). Ademas, la Abl tirosina quinasa estd implicada en gran variedad de
funciones celulares como la adhesion, diferenciacion, crecimiento, desarrollo y
proliferacion celular, pudiendo ejercer un papel clave en la division celular meidtica
(Kharbanda et al., 1998; Van Etten, 1999; Pluk et al., 2002; Deville et al., 2020; Yildirim
& Yaba, 2020). En algunos tipos de canceres estas funciones podrian estar desreguladas,
por ello esta quinasa ha sido considerada como un objetivo potencial en algunos tipos de
tumores como el melanoma y algunos tipos de carcinomas (Hodi ef al., 2013; Hoehler et
al., 2013; Maass et al., 2014). También, se ha descrito su implicacién en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad del Alzheimer o Parkinson, y algunos estudios
demuestran que su inhibicion podria ser una opcion en el tratamiento de estos trastornos

(Cancino et al., 2008; Hebron et al., 2013; Estrada et al., 2016; Contreras et al., 2020).

1.6 Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral, respaldada por estudios previos de nuestro
grupo de investigacion (Camara-Artigas et al., 2009; Bacarizo et al., 2014; Camara-
Artigas et al., 2014), es el estudio de procesos de plegamiento alternativo y su relacién
con agregados de mayor orden como fibras amiloides, mediante su estudio en proteinas
modelo como son los dominios SH3 de las proteinas c-Src y Abl. Con el proposito de
esclarecer los determinantes estructurales claves que dan lugar a la formacion de
oligbmeros entrecruzados, y si estos guardan o no relacion con la capacidad de formar
fibras amiloides, hemos construido una serie de proteinas quimera a partir de los dominios
c-Src-SH3 y AbI-SH3. El primero es capaz de formar dimeros entrecruzados y fibras
amiloides, mientras que, hasta la fecha, ninguno de estos fenomenos ha sido descrito para
el segundo dominio. Para ello, hemos intercambiado los lazos RT, n-Src o ambos del
dominio c-Src-SH3 por aquellos presentes en el dominio Abl-SH3, obteniendo las
quimeras SA-RT, SA-Src y SA-2X, respectivamente. De igual forma, hemos
intercambiado los lazos RT, n-Src o ambos del dominio SH3 de la Abl tirosina quinasa
por aquellos presentes en la proteina c-Src SH3, dando lugar a los dominios quimeras AS-

RT, AS-Src y AS-2X, respectivamente.

Por otra parte, el dominio SH3 de la v-Src tirosina presenta precisamente mutaciones

clave en los lazos RT y n-Src, por lo que consideramos de interés estudiar el efecto de
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estas mutaciones en la formacion de dimeros entrecruzados y amiloides. Asi, los objetivos

especificos que se pretenden alcanzar son:

1. Establecer los determinantes estructurales que favorecen la formacién de 3D-DS
mediante el uso de proteinas quimeras de los dominios SH3 de las proteinas c-Src
y Abl.

2. Analizar el efecto de las mutaciones del dominio v-Src-SH3, basado en la variante
de Schmidt Ruppin E, en la formaciéon de 3D-DS.

3. Llevar a cabo la caracterizacion biofisica de las quimeras y mutantes que son
objeto de estudio, determinando su estabilidad y relacionandola con la formacion
de 3D-DS y agregados de mayor orden.

4. Cristalizar las quimeras y mutantes para determinar su estructura mediante
difraccion de rayos X, a ser posible tanto en su forma monomérica como de
dimero entrecruzado. El anélisis de las diferencias entre estas estructuras podria
ser clave para entender la formacién de procesos de plegamiento alternativos.

5. Definir los factores que afectan a la formacion de las fibras amiloides del dominio

de las quimeras y mutantes estudiados.
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2.1 Materiales

Para llevar a cabo los estudios propuestos en esta Tesis hemos disefiado una serie de
proteinas quimera a partir de los dominios c-Src-SH3 y AbI-SH3 en las cuales
intercambiamos los lazos RT, n-Src o ambos de cada dominio SH3. De esta forma
obtenemos las quimeras SA-RT, SA-Src y SA-2X, en las que se ha intercambiado los
lazos del dominio Abl en el dominio c-Src, y AS-RT, AS-Src y AS-2X en las que los
lazos del dominio Abl se han intercambiado por los del dominio c-Src. También hemos
estudiado la variante oncogénica del dominio c-Src SH3, la v-Src SH3, basada en la
variante Schmidt Ruppin E (P00524) y sus mutantes, Q128R, N117D-V124L y W95R-
196T (Figura 2.1).
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c-Src-SH3 gvTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQTIVNNTEGDWWLAHSLTTGQOTGYIPSNYVAPSD
c-Abl-SH3 --NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTENGQOGWVESNY ITPVN-
SA-RT gvTTFVALYDYVASGETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWWLAHSLTTGOTGYIPSNYVAPSD
SA-Src gvTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLOTIVGYNHGDWWLAHSLTTGOTGYIPSNYVAPSD
Sn-2X gvTTEVAI Y DYVASGETDLSFKKGERLOIVGYNHGDWWLAHSLTTGQTGY IPSNYVAPSD
AS-RT gpNLEVAI YDFESRTENTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGWVPSNY ITPVN-
AS-Src gpNLFVALYDFVASGENTLS I TKGEKLRVILNNTENGEWCEAQTKNGQGWVPSNY TTPVN-
AS-2X gpNLEVAI Y DFESRTENTLSITKGEKLRYLNNTENGEWCEAQTKNGQGWYVESNY ITPVN-
v-Src-SH3 gvTTEVALYDYESWIETDLSFKKGERLQIVNNTEGNWWLAHSVITGQTGY IPSNYVAPSD
v-Src-Q128R gvTTEVALYDYESWIETDLSFKKGERLQIVNNTEGNWWLAHSVTTGRTGY IPSNYVAPSD

v-8rc-N117D-V124L gvTTFVALYDYESWIETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWWLAHSLTTGQTGYIPSNYVAPSD
v-Src-W95R-I96T gvTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLOQIVNNTEGNWWLAHSVTTGQTGY IPSNYVAPSD

Figura 2.1. Secuencias de las proteinas objeto de estudio. En azul se representan la secuencia del dominio
c-Src-SH3 y en naranja la del dominio Abl-SH3. Los residuos mutados se han sefialado en negrita y han
sido subrayados. Las secuencias del dominio v-Src-SH3 y sus mutantes han sido representadas en negro,
sefialando en rojo los residuos mutados respecto del dominio nativo. En la parte superior se representa la
estructura secundaria de los dominios. La numeracion utilizada corresponde al dominio c-Src-SH3.

2.2 Métodos
2.2.1 Clonado, expresion y purificacion de proteinas
2.2.1.1 Dominios Src-Abl-SH3, Abl-Src-SH3 y mutantes del dominio v-Src-SH3
clonados en el vector pHTP1

El ADN que codifica las secuencias de las proteinas objeto de estudio se sintetizaron
y clonaron en el vector pHTPO por la empresa NZYTech (Lisboa, Portugal). Para la

purificacion de las proteinas se introdujeron estas secuencias en el vector pHTP1 con

resistencia a kanamicina (Figura 2.2). Este vector contiene una etiqueta de 6 histidinas
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en el extremo N-terminal para facilitar la purificacion de la proteina en una columna de

niquel, seguido de un sitio de reconocimiento para la proteasa TEV (EC 3.4.22.44).

(5332 bp)

Figura 2.2. Representacion grafica del vector de expresion pHTP1 de la empresa NZYTech (Lisboa,
Portugal).

Todas las proteinas fueron expresadas en E. Coli BL21-DE3 (NZYTech, Lisboa,
Portugal). Inicialmente se llevaron a cabo pruebas de induccion con el fin de obtener
informacion acerca de las condiciones mas favorables para la expresion. Los pardmetros

estudiados fueron:

- Temperatura de induccion: se ensayo el intervalo 20 °C - 37 °C
- Tiempo de induccion: se ensayaron tiempos entre 0 y 5 horas, y durante toda la

noche

En general, las proteinas estudiadas en esta Tesis formaban cuerpos de inclusion, por
lo que una vez realizadas las pruebas de expresion se optd por crecer las células a 37 °C
hasta una densidad optica a 600 nm del cultivo en el intervalo 0,6-0,8, e inducir la
expresion de la proteina por adicion de IPTG 0,1 mM a 20 °C durante toda la noche. Una
vez expresada la proteina, las células fueron centrifugadas a 4500 rpm durante 10 minutos
a 4 °C en una centrifuga Hettich. Seguidamente el precipitado de células se resuspendio
en tampon fosfato sédico monobasido/fosfato sodico dibasico 50 mM, cloruro sédico 300

mM, pH 8,0. Una vez resuspendidas las células se congelaron a -20 °C hasta su procesado.

Para purificar las proteinas las células fueron sonicadas en un bafio de hielo en ciclos
de 0,5 segundos con una amplitud del 60%, y posteriormente fueron centrifugadas a

10000 rpm durante 60 minutos a 4 °C en una centrifuga Eppendorf. Una vez clarificado,
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el sobrenadante se pasod por una columna con 5 mL de Ni-NTA (Clontech) equilibrada
previamente con tampon fosfato sdédico monobasico/fosfato sédico dibasico 50 mM,
cloruro sodico 300 mM, pH 8,0 (tampdén de equilibrado de columna, TEC). A
continuacion, se llevaron a cabo sucesivos lavados de 5-10 volumenes de columna con
TEC y TEC mas imidazol 20 mM. Finalmente, la proteina fue eluida con 5-10 volimenes
de columna de TEC més imidazol 250 mM. Se midi6 la absorbancia a 280 nm de cada
una de las fracciones para comprobar la presencia de proteina. Finalmente, las fracciones
que contenian la proteina se juntaron y se dializaron frente a TEC a 4 °C, con el objetivo
de eliminar el imidazol. Posteriormente, se realizé el corte de la cola de histidinas en la
posicion N-terminal mediante incubacion con la proteasa TEV a 20 °C durante toda la
noche en una relacion aproximada de 100:1 de proteina:TEV. Para completar la
proteolisis total de la proteina se adiciond TEV al menos tres veces con tiempos de
incubacion de 3 horas a 20 °C. Una vez concluido el tiempo de incubacidn, se pasoé la
mezcla proteina-proteasa por una columna Ni-NTA. De este modo, tanto la cola de
histidinas, como la proteina no hidrolizada y la proteasa TEV, que presenta una cola de
histidinas, quedan retenidas en la columna, mientras que la proteina sin cola de histidinas

no es retenida.

Para alcanzar un mayor grado de pureza todas las fracciones de proteina fueron
concentradas hasta 1-3 mg/mL y pasadas por columna de exclusion molecular Hi-Load
26/60 Superdex-75 (GE-Healthcare) conectada a un sistema AKTA-FPLC (GE-
Healthcare). Esta columna posee una longitud de 60 cm y un didmetro interno de 26 mm,
con un volumen de lecho de 320 mL, y el limite de presion es de 0,5 MPa. Se equilibro
la columna en el tampon TEC. La cromatografia se llevo a cabo usando una velocidad de
flujo de 1,5 mL/min y un limite de presion de 0,4 MPa. Las fracciones que contenian la
proteina pura se juntaron y se concentr6 hasta 1-3mg/mL, y se almacenaron a -20 °C en

TEC en fracciones de 1-2 mL.

Para comprobar las diferentes etapas de la purificacion, asi como la pureza final se realizo
la electroforesis en gel de acrilamida/bisacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) al
16% en una Protean-Mini Tetra Cell (BioRad). Para poder visualizar correctamente las
muestras extraidas de los medios de cultivo durante las pruebas de expresion fue necesario
eliminar las sales de la muestra mediante la precipitacion de las proteinas con TCA (4cido
tricloro acético). Para ello se siguid el protocolo de Simpsom y colaboradores que consiste

en anadir dos volimenes de 10% de TCA en acetona a un volumen de muestra.
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Seguidamente esta mezcla se dejo un minimo de dos horas a -20 °C. A continuacion, se
descongelaron las muestras y fueron centrifugadas a 13000 rpm a una temperatura de 4
°C durante 30 min. Posteriormente, el sobrenadante fue eliminado y el precipitado fue

secado y resuspendido en tampdn de carga (Simpdom et al., 2009).

La concentracion final de proteina fue determinada usando el coeficiente de extincion
molar calculado mediante el servidor ProtParam ExPASy (Tablas 2.1 y 2.2)
(https://web.expasy.org/protparam/, Gasteiger et al., 2005).

Tabla 2.1. Coeficientes de extincion molar de las quimeras Src-Abl y Abl-Src.

Proteina SA-RT SA-Src SA-2X AS-RT AS-Src AS-2X

EM'-em™) 16960 18450 18450 15470 13980 13980

Tabla 2.2. Coeficientes de extincion molar del dominio v-Src-SH3 y sus mutantes.

Proteina v-Src v-Src-W95R-196T v-Src-N117D-V124L  v-Src-Q128R

EM'-em™) | 22460 16960 22460 22460

Este protocolo de purificacion produjo rendimientos de proteina aceptables con las
proteinas quimeras y los mutantes del dominio v-Src-SH3, pero no proporciond buenos
rendimientos en el caso del dominio v-Src-SH3. En este caso, tras el sonicado de las
células la proteina estaba presente mayoritariamente en el precipitado. Para optimizar esta
purificacion, se llevd a cabo un protocolo de solubilizacion de cuerpos de inclusion.
Brevemente, este protocolo consistia en que una vez centrifugadas las células a 4500 rpm
durante 10 minutos a 4 °C en una centrifuga Hettich, el precipitado fue congelado. Una
vez descongeladas, el precipitado fue resuspendido en TEC conteniendo 0,5-1,0% de
Tritén X-100 y las células fueron sonicadas con el protocolo descrito anteriormente v,
posteriormente, fueron centrifugadas a 10000 rpm durante 60 minutos a 4 °C. En este caso
el precipitado obtenido fue resuspendido en TEC conteniendo 1,0-2,0% Triton X-100, se
volvid a sonicar en bafio de hielo y centrifugar a 10000 rpm durante 30 minutos a 4 °C.
A continuacion, se llevaron a cabo lavados del precipitado con tampon fosfato sédico

monobasico/fosfato sédico dibasico 50 mM, cloruro sédico 1,0 M, pH 8,0 y TEC
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alternando con la centrifugacion de la muestra a 10000 rpm durante 30 minutos a 4 °C.
Finalmente, el precipitado obtenido fue resuspendido en TEC conteniendo 8 M urea y
dejado durante toda la noche a 4 °C. Tras dicho tiempo, la muestra fue centrifugada a
10000 rpm durante 60 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue dializado dos veces en 5 L de
TEC a 4 °C durante toda la noche para asegurar la eliminaciéon de la urea y favorecer la
renaturalizacion de la proteina. Posteriormente, se procedio a su purificacion mediante

cromatografia de afinidad Ni-NTA, tal como se ha descrito anteriormente.

2.2.1.2 Expresion y purificacion de la proteasa TEV

Para llevar a cabo el corte de la cola de histidinas de los dominios objeto de estudio
se ha usado el mutante TEV S219V unido a la MBP (proteina de union a maltosa)
codificado en el plasmido pRK793, con resistencia a ampicilina y cloranfenicol. La
presencia de la MBP aumenta la solubilidad de la proteina, y gracias a la mutacion S219V
se evita su autoinhibicion y se produce un aumento en su actividad catalitica respecto de
la variante nativa (Doyle, 2009). La proteina fue expresada tal como se ha descrito
previamente y la induccion con IPTG 0,1 mM se llevo a cabo durante toda la noche a 25
°C. En este caso las células se resuspendieron en tampon fosfato sodico
monobasido/fosfato sédico dibasico 50 mM, cloruro sédico 100 mM, imidazol 20 mM,
10% glicerol, pH 8,0, y fueron congeladas a -20 °C. El paso por columna Ni-NTA se llevo
a cabo con el tampon fosfato sodico monobdésido/fosfato sdédico dibasico 50 mM, cloruro
sodico 100 mM, 10% glicerol, pH 8,0 (tampdn TECT). A continuacion, se llevaron a cabo
sucesivos lavados de 5-10 volimenes de columna con TECT, y TECT mas imidazol 20
mM. Finalmente, la proteina fue eluida con 5-10 volimenes de columna de TECT mas
imidazol 250 mM. Las fracciones que contenian la proteina se juntaron y fueron
dializadas frente a tampén Tris 50 mM, cloruro sédico 100 mM, EDTA 1 mM, B-
mercaptoetanol 1 mM pH 8,0 a 4 °C, para eliminar el imidazol. La proteina fue
concentrada hasta 2-3 mg/mL, y almacenada a -20 °C en tampon Tris 50 mM, cloruro
sodico 100 mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 1mM pH 8,0, 50% glicerol. La
concentracion final de proteina fue determinada usando un coeficiente de extincion molar

de 31970 M cm! (Blommel ef al., 2007).
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2.2.2 Preparacion de disoluciones tampon

Las disoluciones tampon utilizadas durante esta tesis fueron preparadas mediante
pesada de las formas 4cida y bésica del sistema tampon. Para el calculo de las cantidades
a pesar para obtener el correspondiente tampoén se usé el servidor

https://www.liverpool.ac.uk/pfg/Research/Tools/BuffferCalc/Buffer.html. El precipitado

se disolvio en aproximadamente un 70% del volumen requerido, y se comprobo el pH
con la ayuda de un pHmetro (HANNA), ajustando el pH deseado si fuera necesario.
Finalmente, las disoluciones fueron enrasadas hasta el volumen final y filtradas mediante

vacio con un filtro de tamafo de poro 0,45 um (Millipore, Merk).

2.2.3 Medida de la concentracion de proteina

Todos los dominios SH3 estudiados en este trabajo presentan dos triptofanos, a
excepcion del dominio v-Src-SH3 y sus mutantes v-Src-Q128R y v-Src-N117D-V124L
que presentan tres. Por ello, una vez purificada la proteina, se determin6 su concentracion
mediante medidas espectrofotométricas en UV-Vis a 280 nm en un espectrofotdmetro
Lambda 25 Perkin-Elmer, y usando los coeficientes de extincion molar calculados
mediante la herramienta PotParam ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/,
Gasteiger et al., 2005) para cada proteina (Tablas 2.1 y 2.2). Como blanco se utiliz6 el

tampon en el cual se encontraban disueltas las proteinas.

2.2.4 Determinacion del limite de solubilidad de la proteina

Para la determinacion del limite de solubilidad de cada dominio SH3 estudiado se
ha aplicado el método de adicion de proteina liofilizada descrito por Trevino y
colaboradores (Trevino et al., 2008). Previamente, la proteina fue dializada en agua
destilada durante al menos 24 horas para eliminar totalmente las sales presentes, y
posteriormente fue liofilizada en un liofilizador LyoQuest (Telstar) a una temperatura de
-55°C y una presion de 0,3 mBar. El liofilizado resultante fue pesado y diluido en tampon
fosfato sddico monobasido/fosfato sodico dibasico 50 mM pH 7,0 y tampdén acido
acético/acetato sodico 50 mM pH 5,0 a distintas concentraciones. Tras ser incubadas
durante una hora a 25 °C, las muestras fueron centrifugadas a 12000 xg durante 30
minutos para eliminar cualquier resto de proteina precipitada. Finalmente, se determiné

la concentracion de cada muestra midiendo la absorbancia del sobrenadante a 280 nm.
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2.2.5 Fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se realizaron con un espectrofluorimetro Perkin
Elmer LS-50 en una microcubeta de cuarzo de 3 mm de paso de luz. En todos los
experimentos, la concentracion de proteina fue de 2 pM. Las muestras de proteina fueron
excitadas a 280 nm, y el espectro de emision fue recogido entre 300 y 500 nm, con

rendijas de excitacion y emision entre 4 y 8.

Estabilidad frente al pH. La determinacion de la estabilidad de la proteina en

funcion del pH se llevo a cabo en tampdn 50 mM en un rango de pH de 1-14 a 25 °C. Las
sales y acidos usados en la preparacion de los tampones fueron pH 1,0-1,5, HCI; pH 2,0—
3,5, H3POg4; pH 4,0-5,5, CH3— COOH; pH 6,0-7,0, NaH2POs; pH 7,5-9,0, Tris—HCI; pH
9,5-11,0, Na,COs; pH 11,5-13,0, NasPO4; pH 13,5-13,9, NaOH. El pH final de las
muestras fue comprobado tras realizar la medida de fluorescencia con un pHmetro
(HANNA). Asumiendo que ambas especies, protonada y desprotonada contribuyen al
espectro de fluorescencia, se calcularon los valores del pK, de las transiciones acida y

basica ajustando los datos obtenidos a la ecuacion 2.1:

Y, + Y,10PH-PKa)
- 1 + 10(PH-pPKa) Ec. 2.1

donde Y es la intensidad de fluorescencia observada, Ya e Yy, corresponden a la intensidad
de fluorescencia en los valores de pH mas bajo y alto, respectivamente. El ajuste de los
datos obtenidos mediante la ecuacion 2.1 se llevé a cabo en dos pasos; ajustando primero
la parte acida (pH 1,0-7,0), y posteriormente, ajustando la parte basica (pH 7,0-14,0), de

forma independiente.

Estabilidad de la proteina en presencia de cloruro de guanidinio. Para determinar la

estabilidad de la proteina en presencia de cloruro de guanidinio se determind la curva de
desplegamiento para cada uno de los dominios a 25 °C mediante la medida de la
fluorescencia intrinseca de la proteina. Para ello se prepararon distintas muestras de
proteina a una concentracion final de 2 pM y distintas concentraciones de cloruro de
guanidinio desde 0 a 7,5 M. Las muestras fueron preparadas en tampon fosfato soédico
monobasido/fosfato sédico dibasico 50 mM pH 7,0 y tampon acido acético/acetato sodico
50 mM pH 5,0. La concentracion de la disolucion madre de cloruro de guanidinio fue

comprobada mediante la medida de su indice de refraccion con un refractémetro manual
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(Atago) y se calculd la concentracion real mediante el servidor ‘‘Denaturant
concentration calculator’® (http://sosnick.uchicago.edu/gdmcl.html). La curva de
desnaturalizacion resultante fue analizada usando un modelo de dos estados segun la

ecuacion 2.2:

(Yp +my[D]) + (Yq + mg[D]) - exp [_AG%Tm[D]] Ec.2.2
. C. 2.
1+exp[—AG%7zn[D]

donde Y es la intensidad de fluorescencia de cada muestra, [D] es la concentracion del
agente desnaturalizante, y Y, e Yq corresponden a la intensidad de fluorescencia de la
proteina nativa y desnaturalizada, respectivamente. El valor de la concentracion de agente
al cual la mitad de la poblacion de proteina se encuentra desnaturalizada, D12, puede ser

calculado mediante la ecuacion 2.3:
AG° = AGY —m - Dy, Ec.2.3

En algunos casos, debido al desplazamiento del maximo de emision de fluorescencia
conforme se produce el desplegamiento de la proteina fue necesario llevar a cabo la
correccion de este fendmeno mediante el célculo del centro de masas segun la ecuacion

2.4 (Royer, 1995):

n 1 n
<1/l>=Zzli/zli Ec.2.4
1 1

donde I; es la intensidad a una determinada longitud de onda, Ai.

Determinacion de la union de péptidos ricos en prolina a los dominios SH3. Para

determinar los parametros de union de los péptidos de alta afinidad a las quimeras de los
dominios Src-Abl y a los mutantes oncogénicos de la v-Src-SH3 se siguid la fluorescencia
intrinseca de la proteina a diferentes concentraciones de péptido. Para ello las muestras
fueron preparadas en tampon fosfato sédico monobasido/fosfato sodico dibasico 50 mM
pH 7,0 a una concentracion final de proteina de 2 uM e incubadas durante toda la noche
a 25 °C para facilitar el equilibrio. La constante de equilibrio fue calculada mediante el

ajuste de los datos experimentales a la ecuacion 2.5:
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_ Py[Ligando];ipre Ec. 2.5
PZ + [Ligando]libre

donde [Ligando]iibre €s la concentracion de ligando libre, Py es la constante de equilibrio,
y a es la fraccion de saturacion de la proteina calculada mediante los cambios en la

intensidad de fluorescencia, que vienen dados por la ecuacion 2.6:

_I-1 Ec.2.6
A

a

donde I corresponde a la intensidad de fluorescencia de cada medida, Iy es la intensidad
de fluorescencia de la proteina libre e I» es la intensidad de fluorescencia de la proteina

saturada. A su vez, la concentracion de ligando libre viene dada por la ecuacion 2.7:

[Ligando)ipre = [Ligando]ipta; — nY [Proteinaliorar Ec. 2.7

donde [Ligando]tal €s la concentracion total del ligando, n es el nimero de sitios activos

y [Proteina]iotal €s la concentracion total de proteina.

2.2.6 Dicroismo circular (CD)

El dicroismo circular (CD) es una técnica espectroscopica ampliamente usada en la
caracterizacion de las proteinas. Se basa en la interacciéon de moléculas quirales con la
luz circularmente polarizada. En ausencia de campo magnético las moléculas quirales
interaccionan con la luz circularmente polarizada dando lugar a una diferencia de
absorcion, hacia la derecha o la izquierda de esta (Woody, 1995; Sreerama & Woody,
2004). El espectro de CD de las proteinas se divide en tres rangos de longitud de onda en
funcion de la energia de las transiciones electronicas que dominan en cada rango. De esta
forma podemos distinguir entre UV-lejano donde predominan las contribuciones
peptidicas y aporta informacion sobre la estructura secundaria, y que comprende
longitudes de onda de 250 nm y menores. En la region del UV-cercano, que comprende
el intervalo 250-300 nm, contribuyen los residuos aromaticos de las cadenas laterales y
aporta informacion sobre la estructura terciaria. Por ultimo, es en el UV-cercano y region
del visible, comprendido en el intervalo 300-700 nm, donde contribuyen los cromoforos

extrinsecos y aporta informacion sobre la unidn de ligandos (Sreerama & Woody, 2004).
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Esta técnica es muy sensible a las caracteristicas tridimensionales de las moléculas,
y por lo tanto a su conformacién, por lo que puede ser usada para detectar cambios
conformacionales (Wu et al., 1991). Por ejemplo, las hélices o poseen tres bandas
caracteristicas en el intervalo 185-240 nm, correspondientes a un doble minimo en 222
nm y 208-210 nm y un maximo cerca de 190 nm, mientras que, las laminas 3 suelen
presentar una banda negativa a 216-218 nm, una banda positiva cerca de los 195 nm y

otra banda negativa cerca de 180 nm (Wu et al., 1991; Woody, 1995) (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Espectro de CD de los tipos de estructuras secundarias mas comunes (Wei et al., 2014).

En esta Tesis hemos utilizado esta técnica para caracterizar la desnaturalizacién
térmica de las proteinas estudiadas. Las medidas se llevaron a en un espectropolarimetro
Jasco J810. Antes de realizar las medidas, las proteinas se dializaron en &cido
acético/acetato sodico 10 mM a pH 5,0 y fosfato sddico monobasico/ fosfato sodico
dibasico 10 mM a pH 7,0. Las proteinas a una concentracion de 30 uM fueron medidas
en una cubeta de cuarzo de 0,1 cm de paso de luz, con un volumen de muestra de 300 pL.
Se utiliz6 una rampa de temperatura en el intervalo 10-95 °C, a una velocidad de 2 °C/min.
Para seguir la desnaturalizacion térmica se midio la elipticidad a 223 nm para las quimeras
Src-Abl y 230 nm para las quimeras Abl-Src y mutantes de la v-Src-SH3. Estas longitudes
de onda fueron seleccionadas para maximizar las diferencias de elipticidad observadas
entre las formas nativa y desnaturalizada. Las curvas obtenidas al representar la
elipticidad a dichas longitudes en funcion de la temperatura se ajustaron segin un modelo

de dos estados con la ecuacion 2.8:
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—-AG

Oy +my - T) + 8y + my - T) - e 7T
= —AG
1+ e w7

6 Ec.2.8

donde O corresponde a la elipticidad de la proteina en su estado nativo, Oy corresponde
a la elipticidad de la proteina en su estado desplegado, y mn y my corresponden a las
regiones plegada y desplegada, respectivamente. A su vez, la energia libre de

desplegamiento, AG, viene dada por la ecuacion 2.9:

T T
AG = AH,,, - (1 — —) —AC, - (Ty = T) + T - Ln(z)) Ec. 2.9
T, T

m

donde Tm es la temperatura del punto medio de transicion entre las formas plegada y
desplegada, AHn, es la entalpia de la transicion de desplegamiento y AC, es la capacidad
calorifica. La reversibilidad del proceso fue comprobada mediante la comparacion de los
espectros de CD de la proteina nativa, desnaturalizada y tras la desnaturalizacion térmica

a una temperatura de 25 °C.

2.2.7 Dispersion dinamica de la luz

La dispersion dinamica de la luz (DLS) permite la determinacion del tamafio de las
particulas presentes en la disolucion y su distribucion, asi como su morfologia. Esta
técnica se basa en la medida de las fluctuaciones dependientes del tiempo de la intensidad
dispersada por las particulas en movimiento browniano y el cambio Dopler que se origina
(Arzensek, 2010). Brevemente, cuando una suspension de particulas en movimiento
browniano es excitada mediante el uso de un rayo ldser monocromatico, la longitud de
onda del haz entrante cambia al impactar con las particulas en movimiento, lo que origina
un pequeio cambio en la frecuencia de la luz dispersada, que es conocido como efecto
Doppler. Dicho cambio aporta informacion sobre el tamafio y su distribucion, la
estructura y la forma de las particulas. Asi, cuanto mayor sea el tamafio de la particula,
mas lento serd su movimiento browniano, y la luz dispersada por éstas se propagara
lentamente, dando lugar a un gran efecto Doppler, mientras que, la dispersada por
particulas pequefas fluctia rdpidamente originando un efecto Doppler menor (Mamour

Sakho et al., 2017).

A su vez, la luz dispersa fluctia de manera dependiente del tiempo debido a que las
distancias entre las particulas cambian de forma continua, lo que da lugar a interferencias

destructivas y constructivas. Durante un andlisis mediante DLS, la fluctuacion de la
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intensidad medida contiene informacidén sobre el movimiento de los dispersores en
funcién del tiempo. Dicha fluctuacion puede representarse mediante una funcion de
autocorrelacion. La velocidad en la decadencia exponencial de la sefial de correlacion
depende del coeficiente de difusion traslacional de las particulas (Do) (Mamour Sakho et
al.,2017). La velocidad del movimiento browniano viene dada por este coeficiente, que
puede ser relacionado con el radio hidrodinamico de las particulas mediante la ecuacién
de Stokes-Einstein (Ecuacion 2.10):
kgT

Ry = Ec. 2.10
H 6mnD, ¢

donde ks es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, n es la viscosidad de la

disolucion y Dy es el coeficiente de difusion traslacional.

Las medidas de DLS incluidas en esta Tesis se realizaron en un instrumento Zetasizer
nano (Malvern Instrument Ltd, Reino Unido) equipado con un laser de helio-neon de 10
mW (A = 632,8 nm) y un controlador de temperatura termoeléctrico. Todos los
experimentos se realizaron en un angulo fijo (® = 173 °) a 298 K y se analizaron con el
software Zetasizer V7.12 (Malvern Instrument Ltd,). Antes de cada medida, las muestras
se centrifugaron durante 30 min a 13000 xg y se filtraron con un filtro de corte de 0,22
um (Macherey Nagel) para eliminar los grandes agregados y el polvo. Una vez en la
cubeta, las muestras se sonicaron durante 1 minuto para eliminar las posibles burbujas.
Cada muestra se midi6 diez veces con diez carreras de 30 s cada una. Las medidas se
llevaron a cabo a dos pHs, 5,0 y 7,0 y en presencia y ausencia de PEG 300 al 5 %. Para
las medidas a pH 5,0 se utilizo el tampdn acido acético/acetato sodico 50 mM y para las

medidas a pH 7,0 el tampon fosfato sddico monobasido/fosfato sédico dibasico 50 mM.

2.2.8 Caracterizacion de la presencia de fibras amiloides

Para la deteccion de la presencia de fibras amiloides en una muestra se utilizo la
afinidad que poseen algunos colorantes por estos agregados. Estas medidas consisten en
los cambios espectrofotométricos que experimentan dichos compuestos, generalmente
heterociclos aromaticos, unidos a las fibras amiloides (Almeida & Brito, 2020). Los

colorantes mas utilizados son el Rojo Congo (RC) y la Tioflavina T (ThT).

Cuando el RC se une a las fibras amiloides muestra birrefrigerancia verde bajo luz
polarizada, lo que esta asociado a un desplazamiento rojo caracteristico en el maximo de

absorbancia, de 490 a 512 nm. Aunque es uno de los colorantes mas comunes en este tipo
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de estudios, es menos sensible en comparacion con la ThT. Por su parte, la ThT, muestra
un aumento de intensidad de fluorescencia al interaccionar con estos agregados. Cuando
el colorante se encuentra libre, es excitado a 385 nm dando lugar a un maximo de emisioén
a 445 nm, mientras que cuando esta unido a agregados amiloides emite un maximo a 482
nm mediante la excitacion previa a450-455 nm (Hill et al., 2011; Almeida & Brito, 2020).
Existen otros fluordforos que se utilizan para la deteccion de fibras amiloides y otros
estados prefibrilares u oligoméricos, como es el caso del ANS (Acido 8-Anilino-1-
naftalensulfonico). Al igual que ocurre con la ThT, se produce un aumento de la
intensidad de fluorescencia del ANS en presencia de estos agregados. Este incremento en
el rendimiento cuantico de fluorescencia del ANS se produce por la unidon del colorante
a las zonas hidrofobas de las fibras (Younan & Viles, 2015; Sulatsky et al., 2020). En este
caso se utiliza una longitud de onda de excitacion de 370 nm y se obtiene el espectro de

emision entre 400 y 600 nm.

Desplazamiento del maximo de absorcion del RC por la union a amiloides. Para

evaluar la formacion de amiloides, se llevaron a cabo medidas de espectrofotometria en
ultravioleta-visible en presencia de RC en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25
(UV-Vis). Para ello se prepar6 una disolucion de RC mediante pesada a una
concentracion de 100 uM en agua destilada. Para cada medida la concentracion final de
RC fue de 20 uM y la de proteina fue de 50 uM en el tampon correspondiente. El espectro
de cada muestra fue recogido en un rango de 400-600 nm usando el tampdén de muestra

como blanco (Hill ez al., 2011).

Aumento del rendimiento cuadntico de fluorescencia de la ThT y del ANS. La

formacion de amiloides en las proteinas objeto de estudio se determind mediante el
aumento de la fluorescencia de la ThT. Los espectros de fluorescencia se recogieron en
un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-50 usando una microcubeta de cuarzo Hellma
de 3 mm de longitud de trayectoria. La disolucion madre de ThT se prepar6 mediante
pesada a una concentracion de 2 mM en agua destilada. Para cada medida Ila
concentracion final de ThT fue de 10 uM y la de proteina fue de 15 uM en el tampdn
correspondiente. Los espectros de emision de fluorescencia fueron recogidos en el rango
de 450-600 nm tras la excitacion a 445 nm, con un méximo de emision a la longitud de
onda de 482 nm. Las rendijas de excitacion y emision fueron de 5 y 10 nm,

respectivamente (Hill ez al., 2011).
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Para caracterizar la presencia de agregados mediante el colorante ANS, se prepard
una disolucion de ANS mediante pesada a una concentracion de 10 mM en agua destilada.
Para cada medida la concentracion final de ANS fue de 200 uM vy la de proteina fue de 2
UM en el tampon correspondiente. Los espectros de emision de fluorescencia fueron
recogidos en el rango de 400-600 nm tras la excitacion de la muestra a 370 nm. Las
rendijas de excitacion y emision se fijaron a 10 nm. Los espectros de fluorescencia se
recogieron en un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-50 usando una microcubeta de
cuarzo Hellma de 3 mm de longitud de trayectoria a una velocidad de escaner de 500

nm/min.

2.2.9 Cristalizacion de proteinas

La cristalizacion de proteinas es un proceso gobernado por factores tanto cinéticos
como termodindmicos, en el cual las moléculas se reorganizan entre si para formar un
motivo que se repite de manera tridimensional, que da lugar al denominado cristal.
Generalmente, este proceso puede ser dividido en tres etapas: nucleacion, crecimiento y
cese de crecimiento (Gavira, 2016). Durante la etapa de nucleacion, las moléculas se
ordenan de manera definida y periddica, de forma que las moléculas dispersas en la
disolucion comienzan a interaccionar entre si, dando lugar a pequefios grupos. Dichos
grupos constituyen nucleos, sobre los que se van afiadiendo mas moléculas. Estos deben
alcanzar un tamafio minimo para ser considerados estables en las condiciones del medio.
La etapa de crecimiento consiste en la adiciéon de moléculas a los ntcleos estables, que
dan lugar a grupos cada vez mas grandes, hasta formar el cristal (McPherson & Gavira,
2013; Gavira, 2016). Para que se produzcan estos fendémenos son fundamentales tanto
parametros quimicos, como el pH, fuerza idnica, la presencia o no de detergentes y otros
compuestos en el medio, como fisicos entre los que se incluyen la temperatura o
vibraciones. Estas distintas etapas son las que determinaran el tamafo y niimero de los
cristales de proteina, asi como su calidad, y todas ellas vienen controladas por la

sobresaturacion, que es la fuerza impulsora de este proceso (Figura 2.4) (Gavira, 2016).
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Figura 2.4. Diagrama de fases en el proceso de cristalizacion de proteinas. "Reproducido con permiso de
Biomolecular Crystallography by Bernhard Rupp, © 2009-2014 Garland Science/Taylor & Francis LLC."

De manera general, el experimento de cristalizacién se lleva a cabo mediante la
mezcla de la disolucion de proteina, a una determinada concentracion, con una disolucion
de reactivo, que acta como agente precipitante, con el objetivo de disminuir la
solubilidad de la muestra y generar una precipitacion controlada. Mediante el incremento
gradual de la concentracion de la proteina y el control adecuado de las condiciones del
medio, pueden obtenerse nucleos cristalinos, que al crecer daran lugar a cristales

adecuados para ser difractados por rayos X (Russo Krauss et al., 2013; McPherson, 2017).

En este trabajo se ha usado fundamentalmente la técnica de cristalizacion por
difusion de vapor en gota sentada. Brevemente, una gota que contiene agente precipitante
y proteina, generalmente en una proporcion 1:1, es equilibrada frente a un reservorio que
contiene el agente precipitante. De esta forma la concentracion del agente precipitante en
la gota es la mitad que en el reservorio lo que promueve la difusién del vapor de agua
desde la gota al reservorio hasta alcanzar el equilibrio. Durante este proceso la muestra
de proteina se concentra, lo que provoca un aumento en la sobresaturacion de la misma
mediante la concurrencia de la concentracion del agente precipitante y la proteina (Gavira,

2016).

Una vez purificados los dominios Src-Abl-SH3, Abl-Src-SH3 y v-Src-SH3 se
dializaron en tampon Tris 10 mM, pH 8,0 y se concentraron con concentradores Amicon
(Merck Millipore) hasta alcanzar una concentracion de 4-10 mg/mL que fue verificada

mediante su absorbancia a 280 nm. La identificacion inicial de las condiciones de
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cristalizacion se llevo a cabo mediante el uso de disoluciones de cribado comerciales. Se
utilizaron fundamentalmente las proporcionadas por Molecular Dimension ‘‘Structure
Screen I'’, “‘Structure Screen I’ 'y ‘‘Additive Screen’’ (para ver detalles de la
composicion, ver apéndice 2) y la técnica de difusion de vapor a temperaturas
comprendidas entre 4 °C y 25 °C en bandejas de 48 o 144 pocillos (MRC). Para ello, se
mezclaron 2 pL de la muestra de proteina de una concentracion de 4-10 mg/mL en tampon
Tris 10 mM, pH 8,0 con 2 puL del agente precipitante del reservorio, la gota resultante fue
equilibrada frente a 200-100 puL del agente precipitante. Las condiciones en las que
aparecieron cristales fueron optimizadas mediante cambios en el pH, fuerza ionica,
adicion de metales y otros compuestos, como polietilenglicoles y glicerol, y temperatura.
También se optimizd la concentracion de proteina para la obtencion de cristales mas

grandes y de mejor calidad.

En algunos casos fue necesario utilizar la técnica de sembrado o seeding para mejorar
los cristales o aumentar su tamafio, tanto en su version microseeding como macroseeding.
En el caso de la técnica de microseeding, se mezclaron 2 pL. de la muestra de proteina de
una concentracion de 4-6 mg/mL en tampon Tris 10 mM, pH 8,0 con 2 pL del agente
precipitante del reservorio, la gota resultante fue equilibrada frente a 200-100 pL del
agente precipitante. Pasado el tiempo de equilibrio, que puede variar desde unas horas
hasta una semana, se procedio a anadir en la gota 1 pL. de semillas. Estas semillas fueron
obtenidas al triturar, agitar en un vortex, centrifugar y concentrar los microcristales
previamente obtenidos, para posteriormente diluir las semillas obtenidas en ratios 1:10,
1:100y 1:1000 (Darcy et al., 2014). En el caso del macroseeding, se procedié de la misma
manera, pero en lugar de afiadir microcristales, se afiadieron cristales de proteina con las
caras bien formadas, pero de tamafio insuficiente para obtener datos de difraccion de la
calidad adecuada (Bergfors, 2007). El seguimiento de la evolucion de la aparicion de
cristales, asi como de su crecimiento fue seguido mediante un microscopio Leica (modelo

M205C con el programa informatico LAZ EX de Leica para Windows, version 3.8).

2.2.10 Difraccion de rayos X y resolucion estructural

Los cristales de proteina fueron recogidos de la gota de cristalizacion usando
Litholoops (Molecular Dimension, Shelfield, UK) con un rango de tamafio de 0,02-0,2
mm y se enfriaron rapidamente en nitrégeno liquido. En algunos casos, segin la

composicion del agente precipitante, para evitar la formacion de hielo durante el proceso
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de enfriamiento fue necesario el uso de crioprotectores, como glicerol o PEG de bajo peso
molecular. De esta forma se evita la aparicion de anillos de hielo en el patron de difraccion
que pueden interferir en la calidad final de los datos, o en algunos casos la destruccion

del cristal en el proceso de enfriamiento.

Los cristales de proteina fueron medidos en una corriente de nitrégeno sobreenfriado
a 100 K en la linea BL13-XALOC en el sincrotron ALBA (Barcelona, Espana) y en las
lineas ID30A-1, ID30A-3 y ID30B en el sincrotrén europeo ESRF (Grenoble, Francia).
El indexado y procesado de los datos se llevo a cabo con los programas XDS (Kabsch,
2010) y autoPROC (Vonrhein et al., 2011), y el escalado se realizo con el programa del
CCP4 Aimless (Evans, 2011; Winn et al., 2011). Los modelos finales de las estructuras
se obtuvieron usando los programas de Phenix (Program Suite, version 1.19), CCP4
(Program Suite, version 7.0.066) y Coot (version 0.8.9 para Windows) (Emsley et al.,
2004; Adams et al., 2010; Emsley et al., 2010; Alfonine et al., 2012). El célculo de las
fases se llevo a cabo mediante reemplazamiento molecular usando la interfaz simple de
Phaser incluida en Phenix con los modelos de los monémeros de c-Src-SH3 (c6digo PDB
4J74 y 6XVN) y Abl-SH3 (c6édigo PDB 3EG3 y 4JJC) y con el modelo del dimero
entrecruzado del dominio c-Src (cddigo PDB 4JZ3 y 6XVO). En el caso de la quimera
SA-2X, en la cual se da la apertura del dominio por ambos lazos, se usaron las
coordenadas de la quimera SA-2X-Q128R (PDB: 4LE9). Tras varios ciclos de refinado,
los mapas de diferencia de densidad electronica 2Fo-Fc y Fo-Fc fueron inspeccionados
de manera manual y el modelo se modifico de acuerdo a ellos. Una vez minimizado los
valores de los coeficientes residuales por debajo del 30% se modelaron de manera
automatica las moléculas de agua con la opcion disponible en phenix.refine de Phenix.
Estas fueron posteriormente inspeccionadas manualmente en Coot. En algunos casos, tras
modelar la proteina y las moléculas de agua, aparecia alguna densidad electronica
adicional en los mapas de diferencia en las cuales se modelaron algunas moléculas de
disolvente, como por ejemplo moléculas de PEG de bajo peso molecular o iones sulfato.
Los modelos finales fueron inspeccionados con el servidor PDB-REDO (https://pdb-
redo.eu/, Joosten et al., 2014) y validados mediante MolProbity (Chen ef al., 2010) en la
interfaz de Phenix. Finalmente, antes del deposito en el Protein Data Bank (PDB) los
archivos cif de las coordenadas y los factores de estructura se procesaron en la aplicacion

web pdb-extract (https://pdb-extract.wwpdb.org/, Yang et al., 2004) y el servidor de

validacion del PDB (https://validate-pdbe.wwpdb.org/).
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2.2.11 Analisis estructural

Para comparar las estructuras se calculé de RMSD (root mean square deviation o
desviacion cuadratica media) tras la superposicion de las estructuras utilizando el
programa Superpose perteneciente a la suite CCP4 (Krissinel & Henrick, 2004). La
comparacion de las estructuras monoméricas y de dimero entrecruzado se ha realizado de
manera sistematica ignorando los residuos correspondientes al lazo bisagra. Para ello se
superpuso los residuos del extremo amino terminal (85-111) y carboxilo terminal (118-
140) del monomero con las posiciones equivalentes del protomero abierto de la forma
dimérica. En aquellos casos en los que no se disponia de la forma monomérica del

dominio estudiado, se ha usado la del dominio nativo, c-Src-SH3 (PDB: 6XVN).

Para la caracterizacion de la interfaz de la proteina en el cristal se utilizo el servidor
PISA (Krissinel, 2011). El area accesible (ASA) y la distancia entre aminoacidos se
calculé mediante los programas Areaimol y Contact, respectivamente, ambos de CCP4
(Collaborative Computational Project N, 2011). El analisis de los puentes de hidrogeno
se llevo a cabo mediante el servidor VADAR (Willard, 2003). Los factores B se
analizaron mediante el programa Baverage incluido en CCP4 (Dobson, 1991). El analisis
de los factores B es ttil para detectar las regiones mas flexibles en la estructura de la
proteina, de manera que, factores B altos indican una alta flexibilidad, mientras que los
factores B bajos estan asociados a posiciones algo mas rigidas (Dobson, 1991; Sun et al.,
2018). Las figuras estructurales han sido generadas con el programa PyMol version 2.0

(distribuido por Schrodinger).

72



Capitulo 3

Impacto de las mutaciones oncogenicas de la
quinasa v-Src sobre la estructura y estabilidad
del dominio SH3
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La quinasa viral v-Src fue descrita por primera vez en pollos infectados por el RSV
(virus del sarcoma de Rous). Aunque las secuencias de v-Src y c-Src son idénticas en un
95%, esta quinasa muestra una actividad no controlada debido a la falta de la cola
reguladora C-terminal, asi como a varias mutaciones puntuales en su secuencia de
aminoacidos (Levinson et al., 1978). El dominio SH3 de la v-Src (v-Src SH3) acumula
un porcentaje significativo de estas mutaciones, que son potencialmente criticas para la
funcién del dominio y, en consecuencia, la actividad quinasa. Dos de las mutaciones estan
ubicadas en el llamado lazo RT, cuyo nombre viene dado por los residuos Arg95 y Thr96,
ya que son aminoacidos generalmente conservados entre los miembros de la familia Src
tirosina quinasa (FSTQ). Precisamente estos dos aminoacidos estdn mutados a triptéfano
(Arg95Trp) e isoleucina (Thr96lle). Estos cambios resultan en la sustitucion de
aminoacidos polares por aminoacidos hidrofébicos. Ademas, algunos residuos en este
lazo son responsables de la especificidad de la union de los motivos ricos en prolina
(MRP) y proporcionan contactos intramoleculares para facilitar la forma inactiva o
cerrada de la quinasa (Salinas-Garcia et al., 2021). Varios estudios han demostrado que
cuando las mutaciones oncogénicas presentes en el dominio SH3 de la quinasa v-Src se
introducen individualmente, la variante de la quinasa permanece inactiva en la
transformacion celular (Kato et al., 1986; Miyazaki et al., 1999). Sin embargo, cuando
las mutaciones en los lazos n-Src (Asp117Asn) y RT (Arg95Trp, Thr96lle) se combinan,
la quinasa se transforma en una proteina altamente oncogénica. Por ultimo, el residuo
Vall24 esta presente en el lazo distal y reemplaza a una leucina flanqueada por la Ser123
y la Thr125. El enlace de hidrogeno entre las cadenas laterales de la Ser123 y el Glu106
juega un papel critico en el estado de transicion de plegamiento del dominio SH3, donde
el ntcleo de plegamiento se define por una red de interacciones entre un subconjunto de

residuos ubicados en el lazo distal (Klimov y Thirumalai, 2002).

En esta Tesis hemos clonado varios mutantes del dominio v-Src-SH3 con el objetivo
de facilitar su caracterizacion estructural. Ademas del dominio v-Src-SH3 con las cuatro
mutaciones mencionadas, hemos clonado los dominios con: i) solo las mutaciones
oncogénicas en el lazo RT (v-Src-SH3-N117D-V124L), y; ii) en el lazo n-Src y distal (v-
Src-SH3-WO95R-196T). Como se vera en el apartado de resultados, el dominio v-Src-SH3
con todas las mutaciones era muy inestable y propenso a la agregacion, lo que dificultaba
drasticamente su purificacion y caracterizacion. Estudios previos demostraron que

introduciendo un residuo cargado positivamente en el lugar de la glutamina en la posicion
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128, por ejemplo, una arginina proporciona una mayor estabilidad en los dominios c-Src
SH3 (Bacarizo et al., 2014). De esta forma, con el objetivo de estabilizar el dominio y
poder cristalizar la proteina, se introdujo la mutacién GIn128Arg en el lazo distal (v-Src-
SH3-Q128R). En este capitulo discutimos como los datos estructurales pueden explicar
el comportamiento de este dominio y podrian justificar la falta de control de la tirosina

quinasa oncogénica v-Src.

3.1 Resultados

3.1.2 Expresion y purificacion de los mutantes v-Src-SH3

Todos los mutantes fueron clonados en un vector de expresion pHTP1 que contiene
resistencia a kanamicina y una etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal seguido
de un sitio de reconocimiento para la proteasa TEV. En la tabla 3.1 se indica la
temperatura de induccion utilizada y un valor promedio del rendimiento de la purificacion

de cada mutante del dominio v-Src-SH3.

Tabla 3.1. Rendimiento obtenido en la purificacion de los mutantes v-Src-SH3.

Proteina Rendimiento (mg/ L de cultivo)
v-Src-SH3-Q128R 4
v-Src-SH3-N117D-V124L 10
v-Src-SH3-W95R-196T 10

La temperatura de induccién fue de 20 °C.

La presencia de proteina y su pureza fue comprobada en cada etapa de la purificacion
mediante electroforesis SDS-PAGE con geles al 16%. La figura 3.1 muestra un gel de
electroforesis de uno de estos mutantes. Estas proteinas fueron pasados por columna de
exclusion molecular Hi-Load 26/60 Superdex-75 conectada a un sistema AKTA-FPLC
para eliminar agregados y asi alcanzar un mayor grado de pureza. Una vez puras, las
proteinas se alicuotaron en volimenes de 1-2 mL a una concentracion de 1-3 mg/mL en
tampon fosfato sédico monobasico/fosfato sodico dibasico 50 mM, cloruro sédico 300

mM pH 8,0, y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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Figura 3.1. Gel de electroforesis PAGE-SDS del mutante v-Src-Q128R. Calles: 1: Pellet, 2: Fraccion del
sobrenadante saliente de la columna de afinidad, 3: Lavado con TEC, 4: Lavado con TEC mas imidazol 20
mM, 6: v-Src-SH3-Q128R tras pasar por SEC, 7: Patron molecular.

3.2.2 Caracterizacion biofisica de los mutantes v-Src-SH3

3.2.1.1 Estabilidad de los mutantes v-Src-SH3 en funcion del pH

Hemos determinado la estabilidad de los mutantes v-Src-SH3 en funcion del pH
mediante la medida de la fluorescencia intrinseca de la proteina en un rango de pH de 1-
14. La figura 3.2 muestra la intensidad de fluorescencia de emision normalizada y la tabla
3.2 recopila los valores obtenidos del pKa aparente para la desnaturalizacion éacida y

basica de cada dominio, calculados mediante la ecuacion 2.1.

Tabla 3.2. Valores del pK, aparente de la desnaturalizacion &cida y bésica.

Numero de residuos ionizables

Proteina PK. (acido) pK, (basico) Asp Glu His Tyr Lys Arg
v-Src-SH3-Q128R 4,8+0,17 10,6+0,1 3 4 1 4 2 2
v-Src-SH3-N117D-V124L 4,9+0,1 10,7+0,1 4 4 1 4 2 1
v-Src-SH3-W95R-196T 3,240,1 10,4+0,1 3 4 1 4 2 2
c-Src-SH3-WT! 4,0£0,1 10,8+0,1 4 4 1 4 2 2

Datos de Plaza-Garrido et al. (Plaza-Garrido et al., 2020). 2 Desviacion estandar del pK,

La estabilidad de estos mutantes en funcion del pH muestra la tipica curva en forma
de campana. En la region 4cida, la transicion puede ser atribuida a la protonacion de los
residuos glutdmico y aspartico. Los resultados muestran que el mutante v-Src-SH3
WOS5R-196T, con las mutaciones en el lazo n-Src y distal, es el mas estable comparado
con el dominio SH3 que contiene los residuos Trp95 y 11e96 en el lazo RT. Ademas, la
mutacion Aspl17Asn en el lazo n-Src parece producir cierta estabilizacion de este
dominio en la region acida si lo comparamos con la variante nativa, c-Src-SH3. El
aminoacido Asnl17 forma un puente de hidrogeno con la Ser134 en la hélice 310, que no
es dependiente del pH, y podria ser la causa de la mayor estabilidad del mutante en la

region acida. Sin embargo, en el caso de los mutantes v-Src-SH3-Q128R y N117D-
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V124L el rango de estabilidad es menor (pH 5,5-10,0), posiblemente debido a la facilidad
de estos mutantes a agregar en medio acido. En el rango de pH basico, todos los mutantes
del dominio v-Src-SH3 muestran el mismo comportamiento con un pK, aparente de

~10,6+0,2, que es similar al que presenta la variante nativa c-Src-SH3 (Plaza-Garrido et
al., 2020).
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Figura 3.2. Porcentaje de la intensidad de fluorescencia de los mutantes v-Src-SH3 frente al pH a 25 °C:
v-Src-SH3-Q128R (azul, -e-), v-Src-SH3-N117D-V124L (rojo, - - -m- - -), v-Src-SH3-W95R-196T (verde,
--- A ---). Para la comparacion, también se han incluido los datos del dominio c-Src-SH3 (negro, ---4---).

Ademas, hemos calculado los valores del pK. aparente de los residuos ionizables

usando el servidor Rosetta (Kilambi & Gray, 2012), mostrados en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Valores del pK, aparente de los residuos ionizables calculados con Rosetta.

Residuo v-Src-SH3 v-Src-SH3 v-Src-SH3 6XVN 6XVO

QI28R  NI17D-VI24L. W9SR-I9T  A/B A/B
Tyr90 9,8 9,8 9,8 9,598  9,8/9,8
Asp9l 3,0 3,3 3,1 3,13,1 3,232
Tyr92 10,5 10,2 10,8 10,5/11,1 10,5/10,4
Glu93 4,0 4,5 4,6 3.9/4,1  4,5/45
Glu97 45 4.4 4,5 4,4/43  4,4/44
Asp99 1,3 2,8 3,1 2,727 3,1/2,9
Lys103 11,7 10,5 10,6 10,7/10,7 11,6/11,8
Lys104 10,6 10,6 10,7 10,6/10,6 10,6/10,6
Glu106 4,0 43 3,3 43/43  3,7/4,1
Glull15 4,5 4.4 4,0 4,6/NM 4,545
Aspl17 NP 3,7 NP 3,937  4,1/4,1
His122 6,7 4.4 6,7 54/64 6,664
Tyrl31 9,8 9,8 10,4 9,8/9.6  9,7/9,7
Tyr136 9,6 9,8 9,8 94/9.9  9,7/9,7

NM-no modelado; NP-no presente.
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En todas las estructuras de los mutantes v-Src-SH3, el Asp99 presenta un valor de
pKa considerablemente mas bajo que su pKa intrinseco (4,0), y ademas se trata del residuo
con los cambios mds importantes en todas las estructuras analizadas. Este residuo juega
un papel fundamental en la union de los MRPs mediante la formacion de un puente salino
con el residuo cargado positivamente que flanquea la secuencia candnica PxxP (Bacarizo
& Camara-Artigas, 2013). El lazo RT debe tener cierta flexibilidad para que le sea posible
llevar a cabo su funcion reconociendo MRPs, por lo que las interacciones entre los
residuos en este lazo determinaran su conformacion final. De esta manera, en la forma
libre del dominio SH3 el Asp99 puede establecer hasta cinco puentes de hidrogeno a
través de su cadena lateral carboxilada, lo que indica junto con el bajo valor de ASA de
su cadena lateral (<10 A?) que el residuo estd totalmente enterrado (Figura 3.8). Una
posible explicacion del bajo valor del pKa calculado para el aminoacido Asp99 puede
hallarse en que el residuo encaja mejor en su forma desprotonada en una conformacion
del lazo RT que da lugar a una estabilizacion del mismo (Kilambi & Gray, 2012). Una
vez unido el MRP, la red de interacciones de puentes de hidrogeno alrededor del residuo
Asp99 se modifica para facilitar el puente salino entre este aminoacido y el residuo
positivo que flanquea el MRP (Bacarizo et al., 2015). Curiosamente, aunque Asp99 forme
un puente salino en la estructura del complejo c-Src-SH3 con MRP, este residuo no
participa en las interacciones entre dominios de la forma inactiva/cerrada de la quinasa
tal como se puede comprobar en las estructuras de la quinasa completa (PDB quinasa

cerrada: 2SRC y PDB quinasa abierta: 1Y57) (Williams ef al., 1997; Sicheri et al., 1997).

3.2.1.2 Estabilidad de los mutantes v-Src en presencia de cloruro de guanidinio

La desnaturalizacion inducida por cloruro de guanidinio (GdnHCI) en los mutantes
del dominio v-Src-SH3 fue medida mediante el descenso de la fluorescencia intrinseca
de la proteina a 25 °C. Las curvas de desplegamiento (Figura 3.3) fueron analizadas
mediante un modelo de dos estados seguin la ecuacion 2.2. En la tabla 3.4 se recopilan los

parametros termodinamicos obtenidos para cada mutante.
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Tabla 3.4. Parametros termodinamicos obtenidos de la desnaturalizacién quimica con GdnHCL

Proteina mi2 (M) AGw (kJ/mol)
v-Src-SH3-Q128R 1,74+0,02 9,78+1,04
v-Src-SH3-N117D-V124L 2,18+0,02 11,68+1,40
v-Src-SH3-W95R-196T 2,27+0,02 11,43+2,26
c-Src-SH3-WT! 2,76+0,03 17,11£2,00

'Datos de Plaza-Garrido et al. (Plaza-Garrido et al., 2020).

El punto medio de transicion y la energia libre de desplegamiento son muy similares
en los mutantes N117D-V124L y W95R-196T, pero ambos valores son mas bajos que los
obtenidos para el dominio c-Src-SH3 (Plaza-Garrido et al., 2020). El dominio que
contiene todas las mutaciones oncogénicas, v-Src-SH3-Q128R, es el que muestra una

menor estabilidad comparada con los dominios anteriores.
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Figura 3.3. Fraccion nativa de los mutantes del dominio v-Src-SH3 frente a la concentracion de GndHCI a
pH 7,0 y 25 °C: v-Src-SH3-Q128R (azul, -e-), v-Src-SH3-N117D-V124L (rojo, - - -m- - -), v-Src-SH3
WOISR-196T (verde, --- A---). Para la comparacion, también se ha incluido la curva de desnaturalizacion
del dominio c-Src-SH3 (negro, ---4--+).

3.2.1.3 Estabilidad térmica de los mutantes v-Src-SH3

La estabilidad térmica de los mutantes del domino v-Src-SH3 se determin6 mediante
el cambio de elipticidad a 230 nm a pH 7,0. Las curvas de desplegamiento (Figura 3.4)
fueron analizadas mediante un modelo de dos estados seglin la ecuaciéon 2.8. En la tabla
3.5 se recopilan los pardmetros termodinamicos obtenidos, Tm y AH, para cada mutante.
La desnaturalizacion térmica del dominio v-Src-SH3-W95R-196T fue reversible,
mientras que la de los mutantes v-Src-SH3-N117D-V124L y v-Src-SH3-Q128R fue

irreversible.
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Figura 3.4. Elipticidad molar a 230 nm de los mutantes v-Src-SH3 frente a la temperatura a pH 7,0: (A) v-
Src-SH3-Q128R, (B) v-Src-SH3-N117D-V124L, (C) v-Src-SH3-W95R-196T.

Tabla 3.5. Parametros termodinamicos obtenidos de la desnaturalizacion térmica de los mutantes v-Src-
SH3 obtenidos a pH 7,0.

Proteina Tm (K) AHm (kJ/mol)
v-Src-SH3-Q128R 348,0+0,2 34548
v-Src-SH3-N117D-V124L 336,8+0,3 248+15
v-Src-SH3-W95R-196T2 - -
c-Src-SH3-WT! 348,6+0,5 321+32

'Datos de Plaza-Garrido et al. (Plaza-Garrido et al., 2020). 2 Los datos no han podido ser ajustados por la
falta de linea base en el estado desplegado.

Los resultados muestran que el mutante v-Src-Q128R poseen una T, similar a la
obtenida para la variante nativa (Plaza-Garrido et al., 2020). Sin embargo, el mutante v-
Src-SH3-N117D-V124L muestra una T, menor que la observada en el mutante v-Src-
QI28R y el dominio c-Src-SH3. Ademads, su curva muestra una linea base inclinada,
debida probablemente a la aparicion de una conformacion alternativa, que probablemente
corresponda a la formacion de agregados fibrilares (Lee ef al., 2003). No ha sido posible
determinar los pardmetros de desnaturalizacion térmica para el mutante v-Src-W95R-

196T debido a la falta de linea base en la zona desplegada. Estos resultados sugieren que
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las mutaciones en el lazo RT parecen desestabilizar el dominio, mientras que las
mutaciones introducidas en los lazos n-Src y distal producen cierta estabilizacion. En el

mutante v-Src-Q128R se observa un efecto compensatorio.

3.2.2 Cristalizacion y determinacion estructural de los mutantes del dominio v-Src-
SH3

Debido a la baja estabilidad de la proteina y su gran tendencia a agregar, los cribados
de cristalizacion se realizaron siempre con proteina recién purificada para preservar la
homogeneidad de las muestras. Los mutantes del dominio v-Src-SH3 se cristalizaron
usando la técnica de difusion de vapor en gota sentada. Se obtuvieron gotas de 6 pl
mezclando 3 pl de proteina (5-10 mg / ml en tampén Tris-HC1 10 mM, pH 8,0) con 3 pl
de la disolucion del reservorio y se equilibraron frente a 200 pl de esta ultima. Debido a
la baja estabilidad de las proteinas, el cribado se realiz6 a diferentes temperaturas: 4, 10,
15 y 25 °C. Para mejorar la calidad de los cristales obtenidos se utilizaron técnicas de
micro-siembra, en particular para las proteinas que contienen las mutaciones oncogénicas
en el lazo RT. Las condiciones de cristalizacion de los mutantes del dominio v-Src-SH3

se describen en la tabla 3.6.
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Tabla 3.6.

Condiciones de cristalizacion de los mutantes del dominio v-Src-SH3

Proteina
Grupo espacial
Método

Tipo de bandeja
Temperatura
O
Concentracién
de proteina
(mg/mL)
Composicion del
tampon de la
proteina

Composicion de
la disolucion del
reservorio

Volumen y ratio
de la gota (uL)

Volumen del

reservorio (uL)

Observaciones

Imagen

v-Src-SH3-
QI28R
P2,
Difusién en el
vapor
Gota sentada

10

Tris 10 mM pH
8.0

Sulfato amoénico
2,1 M, PEG 200
5%, glicerol 10%,
cloruro de litio 40
mM y acido
acético/acetato
sodico 0,1 M pH
5,5
6, ratio 1:1
proteina a
disolucion de
reservorio

200

1 uL de semillas
fue afnadido a la
gota de
cristalizacion

v-Src-SH3-
QI128R-VSLI12
P3,
Difusién en el
vapor
Gota sentada

10
10

Tris 10 mM pH
8.0

Sulfato amoénico
2,4 M, PEG 300
5%, glicerol 10%,
cloruro de litio 40
mM y MES 0,1 M
pH 6,0

6, ratio 1:1
proteina a
disolucion de
reservorio

200
Proteina en
complejo con

VSL12 en
proporcion 1:2

-

v-Src-SH3-
WOI5R-196T
P65
Difusién en el
vapor
Gota sentada

25

10

Tris 10 mM pH
8.0

Sulfato amonico
2,0 M, PEG 300
5%, glicerol 10%,
cloruro de litio 40
mM y MES 0,1 M
pH 6,5

6, ratio 2:1
proteina a
disolucion de
reservorio

200

v-Src-SH3-
N117D-V124L
P3,21
Difusién en el
vapor
Gota sentada

15
10

Tris 10 mM pH
8.0

2,8 M sulfato
amonico, Hepes
0,1 M pH 7,0

6, ratio 1:1
proteina a
disolucion de
reservorio

200

1 pL de 0,5 M
glicina fue
afnadido a la gota
de cristalizacion

=

-

Las estructuras obtenidas de estos dominios son:

3.2.2.1 Cristalizacion y determinacion estructural de los mutantes del dominio v-Src-SH3

- Estructura del dimero entrecruzado del mutante v-Src-SH3-W95R-196T. Fue

cristalizado en presencia de sulfato amoénico 2,0 M y 5% de PEG 300 a pH 6,5,

en tampon Mes 0,1 M. Para mejorar la nucleacion de los cristales se afiadio 10 %

de glicerol y cloruro de litio 40 mM. El grupo espacial resultante fue P65 con
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parametros de celdilla unidad a=b= 46,7 A, c=128,0 A, a=p= 90°, y= 120°
(PDB:7NET).

- Estructura del monomero del mutante v-Src-SH3-N117D-V124L. Fue cristalizado
en presencia de sulfato amonico 2,8 M a pH 7,0 en tampon Hepes 0,1 M, en el
grupo espacial P3,21 con parametros de celdilla unidad a=b= 37,2 A, c=65,8 A,
a=p=90° y=120° y una molécula en la unidad asimétrica (PDB:7NES).

- Estructura del monomero del mutante v-Src-SH3-Q128. Fue cristalizado en
presencia de sulfato amoénico 2,1 My 5 % de PEG 200 a pH 5,5, en tampdn 4cido
acétido/acetato sddico 0,1 M. Para mejorar la nucleacion se anadio 10 % de
glicerol y cloruro de litio 40 mM. El grupo espacial fue P2; con pardmetros de
celdilla unidad a=22,3 A, b= 35,0 A, ¢=31,1 A, a=90°, p=96°, y= 90°, y una
molécula en la unidad asimétrica (PDB:7NER).

La tabla 1 del Apéndice 3 muestra las estadisticas de la recogida de datos de

difraccion de los cristales y la estadistica de los modelos finales de estas estructuras.

La estructura del mutante v-Src-SH3-W95R-196T se obtuvo a partir de cristales que
se podian indexar en el grupo espacial P6522 con dimensiones de la celda unidad similares
a las obtenidas en el dimero entrecruzado de la variante nativa del dominio (Bacarizo et
al.,2014; Camara-Artigas et al., 2009). Sin embargo, el modelo final resultaba en valores
residuales mas altos que los obtenidos para el modelo obtenido a partir de los datos
indexados en el grupo espacial P6s. Para el reemplazamiento molecular se usaron las
coordenadas del protémero del dominio c-Src-SH3 (PDB 6XVO), que dio como solucion
la ubicaciéon de dos cadenas del protdmero abierto en la unidad asimétrica. La
comparacion de este dimero con el descrito previamente no mostré diferencias
significativas, demostrando que las mutaciones, Aspl17Asn y Leul24Val, no producen
cambios significativos en la cadena principal de la proteina (Figura 3.5). Al igual que en
la estructura de la variante nativa, se modeld una molécula de PEG de bajo peso molecular
en la interfaz del dimero. Estd molécula establece un conjunto de interacciones en la
interfaz del dimero que estabilizan la forma entrecruzada del dominio (Camara-Artigas
et al., 2009). Entre las interacciones mas relevantes se encuentran un puente salino
formado entre las cadenas de los residuos Arg95 y Glul15 y un conjunto de enlaces de
hidrégeno donde la Thr96 participa en interacciones dentro de la propia cadena

polipeptidica y entre las cadenas presentes en el dimero.
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La comparacion de la estructura del dimero v-Src-SH3-W95R-196T con la estructura
monomeérica del c-Src-SH3 muestra un escenario diferente. En el lazo distal, la Leul24
se encuentra entre los residuos Ser123 y Thr125-Thr126. Estos residuos forman una red
de puentes de hidrégeno con sus cadenas laterales y la del Glu106 que se encuentra en el
giro B-divergente que juega un papel critico en el plegamiento del dominio c-Src-SH3
(Grantcharova et al., 1998). Las estructuras de la forma monomérica del dominio c-Src-
SH3 pertenecen al grupo espacial monoclinico P2; con dos (PDB 6XVN) o cuatro
moléculas (entrada PDB 6XVM) en la unidad asimétrica (Plaza-Garrido et al., 2020).
Estas cadenas muestran el plegamiento caracteristico de los SH3 con diferentes
conformaciones en el lazo distal, donde la principal diferencia es la red de enlaces de
hidrégeno que involucra los residuos Glul06, Ser123 y los residuos vecinos Thr125 y
Thr126 (Bacarizo et al., 2014). En estas conformaciones, la cadena lateral de la Leul24
adopta diferentes disposiciones, facilitando el reordenamiento de los puentes de
hidrégeno. En esta posicion se produce el cambio de leucina por valina, que tiene una
cadena lateral mas corta, por lo que no presenta la posibilidad de adoptar las
conformaciones que adopta la leucina como facilitadora de los diferentes ordenamientos
de puentes salinos presentes en las conformaciones alternativas del lazo distal (Figura 3.5

Q).
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Figure 3.5. (A) Dimero entrecruzado del mutante v-Src-SH3-W95R-196T (PDB: 7NET), (la cadena A se
representa en azul y la cadena B en amarillo) superpuesto en el protdmero abierto de la c-Src SH3 (la cadena
A se muestra en gris; PDB 6XVO). El valor RMSD medio de la cadena principal es 0,28 A. Los residuos
mutados en los lazos n-Src y distal se muestran con bastones (cadena A). (B) Superposicion del dimero
entrecruzado del mutante v-Src-SH3-WO95R-196T (cadena A, azul; cadena B, amarillo) y el monémero c-
Src SH3 (cadena A purpura y cadena B cian; PDB 6XVO). (C) Los residuos en el lazo distal se muestran
con bastones. RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro/azul) y laterales (rojo/verde) de (D)
de los protdmeros abiertos del dominio nativo (PDB: 6XVO) y v-Src-SH3-W95R-196T (NET) y (E) las
cadenas A (negro y rojo) y B (azul y verde) de la forma monomérica del dominio c-Src-SH3 (PDB: 6XVN)
con el dimero entrecruzado v-Src-SH3-W95R-196T.

Los cristales de la v-Src-SH3 con las mutaciones oncogénicas en el lazo RT, v-Src-
SH3-N117D-V124L y Q128R, han sido mas dificiles de cristalizar porque estas proteinas
son muy propensas a formar agregados de alto peso molecular. En el andlisis del radio
hidrodinamico mediante DLS, el dominio v-Src-SH3-W95R-I96T muestra una sola
poblacion (99,9%) con el radio hidrodindmico caracteristico del monémero (Rh = 1,8 nm)
y forma dimeros en presencia de PEG 300 (R, = 2,4 nm) (Figura 3.6 A). Sin embargo, las

proteinas que portan las mutaciones en el lazo RT muestran un proceso de agregacion
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dependiente de la temperatura, dando un solo pico con un Rh = 1.8 nm cuando se
mantiene a temperaturas inferiores a 15 °C. Al exponerse durante un dia a 20 y 25 ° C,
las medidas de DLS muestran una disminucion del pico correspondiente al monomero y
el aumento de los picos de los agregados (Figura 3.6 B). Los ensayos con ThT y RC
mostraron que ambas proteinas forman amiloides en unos pocos dias a 25 °C a pH neutro
y ligeramente acido. Por este motivo, todos los ensayos de cristalizacion se realizaron

entre4y 15°C.
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Figure 3.6. Medidas de DLS de los mutantes v-Src-SH3. (A) v-Src-SH3-W95R-196T a 5 mg/ml en tampon
acético/ acetato s6dico 50 mM, pH 5,0 en ausencia (linea roja) y presencia (linea negra) de PEG 300 al 5%
a 25 °C. En ausencia de PEG, la proteina es un monémero con un Rh = 1,8 £ 0,3 nm. Después de afiadir un
5% de PEG 300, el radio hidrodinamico aumenta hasta un valor de Rh = 2,4 + 0,5 nm. (B) Agregacion
dependiente de la temperatura del mutante v-Src-SH3-N117D-V124L. Después de la incubacion durante
24 horas a tres temperaturas diferentes, se midi6 la proteina a 5 mg/ml en tampoén fosfato sodico
monobasido/fosfato sddico dibasico 50 mM, pH 7,0. A baja temperatura (< 15 ° C) el 99,9% de la proteina
es un monémero con un Rh = 1,8 + 0,4 nm. A temperaturas mas altas, la proteina agrega formando
oligdbmeros de alto peso molecular, y después de un dia de incubacién a 20 °C y 25 °C, la poblacion de
monomeros disminuye (66%) y (39%), respectivamente. Estos oligomeros dieron positivo en agregados
amiloides utilizando los ensayos ThT y RC.

Los cristales de v-Src-SH3-N117D-V124L pertenecen al grupo espacial trigonal
P3,21, con una sola molécula del dominio en la unidad asimétrica, donde el plegamiento
total corresponde a la forma del mondmero cerrado del dominio SH3. La superposicion
de la cadena v-Src-SH3-N117D-V124L en ambas cadenas presentes en la forma
monomérica de la c-Src-SH3 (PDB 6XVN) muestra un valor RMSD de la cadena
principal de 0,84 y 1,01 A para la cadena A y B, respectivamente. En este mutante, la
conformacion del lazo n-Src es similar a la que se encuentra en la cadena A del dominio
c-Src SH3. Mientras que, la conformacion del lazo distal es diferente de la presente en
ambas cadenas de la c-Src-SH3 (Figura 3.7). Como era de esperar, las diferencias mas
significativas se encuentran en el lazo RT, donde se localizan las mutaciones oncogénicas
Arg95Trp y Thr96lle. En la variante nativa, el puente de hidrégeno que se produce en el

giro P tipo I tiene lugar entre los aminoacidos Thr96-Asp99 a través de sus dtomos de las
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cadenas lateral y principal, respectivamente. Sin embargo, en el dominio v-Src-SH3, la
sustitucion de treonina por isoleucina impide la formacion de enlaces de hidrégeno por
su cadena lateral y, en este caso, el giro B tipo I muestra un enlace de hidrégeno entre los

atomos de la cadena principal de los residuos 11e96(O) y Asp99(N) (Figura 3.8).
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Figura 3.7. Representacion grafica de la superposicion del dominio c¢-Src SH3 (PDB 6XVN: la cadena A
se muestra en purpura y la cadena B en cian) (A) al mutante v-Src-SH3-N117D-V124L (PDB 7NES) y (B)
al mutante v-Src-SH3-Q128R (PDB 7NER). En ambas cadenas del dominio c-Src-SH3, el lazo n-Src se ha
modelado parcialmente y los residuos no modelados se representan con una linea discontinua. RMSD
obtenido al superponer la cadena principal (negro/azul) y laterales (rojo/verde) de (C) v-Src-SH3-N117D-
V124L (PDB 7NES) y (D) v-Src-Q128R con las cadenas A (negro y rojo) y B (azul y verde) del dominio
c-Src-SH3 (PDB: 6XVN).
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Figura 3.8. Enlaces de hidrogeno en el lazo RT de los mutantes (A) v-Src-SH3-N117D-V124L y (B) v-Src
SH3-Q128R y (C) del dominio c-Src-SH3 (cadena A).

Aunque intentamos purificar la proteina que portaba todas las mutaciones
oncogénicas, v-Src-SH3, esta proteina era muy propensa a formar agregados, lo que
dificultaba su purificacion y cristalizacion. Para analizar el efecto de las mutaciones
oncogénicas en la estructura general de este dominio, introdujimos la mutacion
GIn128Arg en el lazo distal. Estudios previos llevados a cabo por Bacarizo y
colaboradores demostraron un aumento en la estabilidad del dominio c-Src SH3 tras
introducir una arginina en la posicion 128 (Bacarizo et al., 2014). El mutante v-Src-SH3-
QI28R era lo suficientemente estable como para permitir estudios biofisicos y poder
cristalizar la proteina. Incluso con esta mutacion estabilizadora, la proteina seguia siendo
muy propensa a agregar, formando agregados de tipo amiloide. Todos los ensayos de
cristalizacion se realizaron a 4 y 10 °C utilizando proteina recién purificada. Los cristales
obtenidos inicialmente no tenian la calidad adecuada para ser medidos, y se utilizaron
como microsemillas. La calidad de los cristales que crecieron a partir de ellas mejord
significativamente (Bergfors, 2003). Estos cristales pertenecen al grupo espacial

monoclinico P2 con una sola molécula del dominio SH3 en su forma monomérica en la
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unidad asimétrica. La comparacion de la cadena principal de ésta con las cadenas
principales de la estructura monomérica de la c-Src-SH3 (PDB 6XVN) muestra un valor
de RMSD medio de 0,68 y 1,11 A para la cadena A y B, respectivamente. Las diferencias
mas significativas se encuentran en las conformaciones de los lazos RT, n-Src y distal. El
giro B tipo [ ubicado en el lazo RT también es diferente del que se encuentra en el dominio
v-Src-SH3-N117D-V124L. En este caso, los residuos 11e96 y Asp99 forman un giro f3
tipo IV con un enlace de hidrogeno entre la cadena lateral 11e96 (N) y Asp99 (ODI1 y
OD2) (Figura 3.8). Hay que destacar que en esta estructura los residuos Trp95 y Glu97

estan en las regiones desfavorables, pero permitidas, del grafico de Ramachandran.

Ademas de las mutaciones del lazo RT, el dominio v-Src-SH3-Q128R también
presenta las mutaciones oncogénicas en el lazo n-Src y distal, Asnl17 y Vall24,
respectivamente. La conformacion de su lazo n-Src es diferente de las que se encuentran
en la c-Src-SH3 y la v-Src-SH3-N117D-V124L. En el dominio c-Src-SH3 el lazo n-Src
suele ser muy flexible, lo que en ocasiones dificulta su modelado. En este caso todos los
residuos de este lazo han sido modelados, los responsables de esta flexibilidad reducida
son varios enlaces de hidrogeno entre las cadenas laterales y principales de los residuos
Asnl17 (OD1, O) con la Ser134 (OG, N) en la hélice 310, y un enlace de hidrogeno que
se establece entre los aminoacidos Asnl12 (O) y Gly81 (N) lo que reduce la flexibilidad.
En el dominio c-Src SH3, la region amino-terminal suele estar desordenada, pero en el
dominio v-SH3-Q128R los residuos Gly81-Leu89 forman una cadena 1 extendida. La
comparacion de las variantes v-Src-SH3-Q128R y N117D-V124L también muestra
diferencias en la red de enlaces de hidrogeno alrededor del Glul06. En el mutante
GIn128Arg, la Thr125 muestra una unica conformacion y no forma un enlace de

hidrégeno con la cadena lateral del Glu106 (Figura 3.8).

Finalmente, el andlisis de la interfaz cristalina de las estructuras monoméricas y
dimérica de las variantes v-Src-SH3 utilizando el servidor PISA no muestra correlacion
cristalografica entre estas estructuras cristalinas. La estructura del dimero entrecruzado
cristaliza en el mismo grupo espacial que otros dimeros entrecruzados del dominio c-Src
SH3 descritos anteriormente, y las interfaces cristalograficas son practicamente las
mismas (Camara-Artigas et al., 2009). Sin embargo, las estructuras monoméricas de los
mutantes v-Src-SH3 pertenecen a cristales que son diferentes de las estructuras previas
del dominio c-Src SH3. Ademas, ambos cristales muestran un contenido de solvente

inusualmente  bajo  (v-Src-SH3-Q128R y  v-Src-SH3-N117D-V124L tienen
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respectivamente un 29 y 35%). v-Src-SH3-Q128R muestra hasta seis interfaces
cristalograficas, mientras que v-Src-SH3-N117D-V124L muestra solo tres. Ademas del
bajo contenido de disolvente, en v-Src-SH3-Q128R, una molécula de PEG y un ion
sulfato facilitan el empaquetamiento entre las moléculas de proteina en el cristal. En
ambas formas cristalinas, los residuos Trp95 e I1e96 participan en las interfaces
cristalograficas, pero el empaquetamiento alrededor de estos residuos es diferente en cada
estructura, lo que da como resultado diferentes rotameros de sus cadenas laterales y el
desplazamiento de los atomos de la cadena principal (siendo el RMSD de los atomos de
la cadena principal aproximadamente 2 A). En el lazo n-Src, algunos residuos también
participan en las interfaces cristalograficas, y el empaquetamiento compacto en el cristal
reduce la flexibilidad de este lazo que ha sido completamente modelado, como ya hemos
mencionado. La conformacion de este lazo es diferente en cada estructura monomeérica,
lo que también estd relacionado con los contactos entre los elementos de la estructura

secundaria en la variante v-Src-SH3-Q128R, como se explico anteriormente.

3.2.2.2 Cristalizacion y determinacion estructural de los dominios v-Src en complejo con
péptidos de alta afinidad.

Con el objetivo de demostrar que las mutaciones de la forma virica no afectan al
reconocimiento de motivos ricos en prolina en el dominio SH3, se han intentado

cristalizar estos en presencia de péptidos de alta afinidad. La estructura obtenida es:

- Estructura del monomero del mutante v-Src-SH3-Q128 en complejo con VSLI12
(VSLARRPLPLP). Fue cristalizado en presencia de sulfato amoénico 2,4 My 5 %
de PEG 300 a pH 6,0, en tampon Mes 0,1 M. Para mejorar la nucleacion se anadid
10 % de glicerol y cloruro de litio 40 mM. El grupo espacial fue P3> con
parametros de celdilla unidad a=b= 51,2 A, ¢c=46,3 A, 0=90°, B=90°, y= 120°, con
dos moléculas en la unidad asimétrica (PDB:7PVT). La tabla 1 del Apéndice 3

muestra las estadisticas de esta estructura.

Se han comparado las cadenas principal y lateral de las cadenas A y C presentes en
la unidad asimétrica de la v-Src-Q128R-VSL12 (Figura 3.9), obteniendo un RMSD para
la cadena principal de 0,22 A. Aunque no existen grandes diferencias en la disposicién
de sus cadenas principales, no ha sido posible modelar el lazo n-Src en la cadena A,
mientras que, en la cadena C, se ha modelado completamente. Este lazo es muy flexible,

tal y como indican sus valores de factor B (Figura 3.9 C).
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Figura 3.9. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena A
y C presentes en la unidad asimétrica del monomero de la v-Src-Q128R en complejo con el péptido VSL12
(PDB:7PVT). (B) Superposicion de las cadenas A (marrén) y C (naranja claro) presentes en la unidad
asimétrica de la v-Src-Q128R en complejo con VSL12. (C) Factores B de los residuos de la cadena principal
de las cadenas A (marrén) y C (naranja claro) del dominio v-Src-Q128 en complejo con VSL12
(PDB:7PVT). En la cadena A el lazo n-Src se ha modelado parcialmente y los residuos no modelados se
representan con una linea discontinua.

También se han comparado las estructuras del dominio v-Src-Q128R libre, donde
solo aparece una cadena en la unidad asimétrica, con las dos cadenas presentes en
complejo con VSL12 (Figura 3.10). Los RMSD obtenidos para las cadenas principales A
y C son 0,85 y 1,02 A, respectivamente. Las mayores diferencias se encuentran en los
lazos RT y n-Src. El lazo n-Src suele presentar una alta flexibilidad, por lo que es comtn
encontrar diferentes disposiciones de este entre estructuras. Ademas, estos lazos juegan
un papel fundamental en el reconocimiento del ligando, por lo que no es inusual

encontrarlos en una conformacion distinta respecto del dominio libre.
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Figura 3.10. RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena (A)
A'y (B) C presentes en la unidad asimétrica del complejo v-Src-Q128R-VSL12 (PDB:7PVT) con la cadena
A del dominio libre (PDB:7NER). Superposicion de las cadenas (C) A (marrén) y (D) C (naranja claro)
presentes en la unidad asimétrica de la v-Src-Q128R en complejo con VSL12 con la cadena A del dominio
libre (verde lima) (PDB:7NER).

Asi mismo, se han comparado las cadenas A y C del complejo v-Src-Q128R-VLS12
con la cadena del dominio nativo presente en el complejo c-Src-SH3 con VSL12 (Figura
3.11). El valor medio de RMSD obtenido al comparar la cadena de la c-Src-SH3 con las
cadenas principales A y C es 0,82y 0,85 A, respectivamente.
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Figura 3.11. RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena (A)
A'y (B) C presentes en la unidad asimétrica del complejo v-Src-Q128R-VSL12 (PDB:7PVT) con la cadena
A de la c-Src-WT en complejo con VSL12 (PDB:4RTZ), respectivamente. Superposicion de las cadenas
(C) A (marrén), y (D) C (naranja claro), donde las mutaciones del dominio han sido representadas en
bastones, presentes en la unidad asimétrica de la v-Src-Q128R en complejo con VSL12 con la cadena A de
la c-Src-VSL12 (verde oscuro) (PDB:4RTZ). Notese que de los residuos mutados presentes en el dominio
v-Src-Q128R el unico que se encuentra en la interfaz del complejo es el residuo 117.

La mayor parte de las interacciones que se producen entre el dominio v-Src-Q128R
con el péptido VSL12 han sido descritas para c-Src-T98E-SH3-VSLI12 (Bacarizo &
Camara-Artigas, 2013). En el sitio de union, los residuos Leull-Prol2 y Leu8-Pro9
interaccionan con el primer (Tyr90-Tyr136) y segundo bolsillo hidrofébico (Tyr92-
Tyr136-Trp118), respectivamente. En el tercer bolsillo hidrofobico, al igual que ocurre
en el dominio nativo, se observa un puente salino entre los residuos Arg6-Asp99, que es
el que determina la orientacion del péptido, en este caso, de clase I. Ademas, se pueden
observar otras interacciones como la interaccion cation w entre los residuos Arg6y Trp118
y numerosos puentes de hidrogeno entre los residuos Ala4(O) y Asnl17(H), Pro7(0O) y
Trpl18 (NE1), Pro9(O) y Asnl35 (ND2), y Prol0 (O) y Tyr136 (OH), previamente
descritos (Bacarizo & Camara-Artigas, 2013). Sin embargo, también aparecen otras
interacciones no descritas en estructuras previas como la que se produce entre los residuos

Asnl17 (ND2) y Arg6 (O),y Prol2 (N) y Tyr136 (OH) (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 o de la unién del péptido VSL12
(VSLARRPLPLP) (cian oscuro) a la cadena C del dominio v-Src-Q128R-SH3 (naranja claro). Las
interacciones que se producen entre los residuos se muestran en amarillo. Se ha seleccionado la cadena C,
ya que es la que muestra el péptido completo y todos los residuos del lazo n-Src han sido modelados.

El dominio v-Src-Q128R presenta las mutaciones Arg95Trp, Thr96lle, Asp117Asn,
Leul24Val y GInl128Arg, de todas ellas la Unica implicada en las interacciones con el
péptido VSL12 es el residuo Asnl17 (Figura 3.13). Este residuo forma un puente de
hidrégeno (H) y (ND2) con la Ala4 (O) y Arg6 (O), respectivamente, si comparamos
estas interacciones con las que se producen en el complejo c-Src-WT-VSL12 (PDB:
4RTZ) podemos observar que la Arg6 no interacciona con el Asp117, sino con el Trp118
(NE1), y no es posible determinar las interacciones con la Ala4, ya que este residuo no
ha sido modelado en esta estructura. Sin embargo, si observamos esta posicion en el
dominio c-Src-SH3-T98E-VSL12 (PDB:4HV W) podemos comprobar que en este caso la
Ala4 (O) forma un enlace de hidrégeno con el Aspl117 (N) y con el Trpl118 (H). Esta
interaccion también puede ser observada en la cadena C del complejo v-Src-Q128R-

VSL12 (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Comparacion de las interacciones del residuo 117 con el péptido VSL12. La cadena A de la
estructura del complejo c-Src-SH3-VSL12 se representa en verde oscuro (PDB:4RTZ), la de la estructura
del complejo c-Src-SH3-T98E-VSL12 en blanco (PDB:4HVW) y la cadena C de la estructura del complejo
v-Src-Q128R-VSL12 en naranja claro (PDB:7PVT). Las interacciones del complejo v-Src-Q128R-VSL12
se representan en verde, en c-Src-SH3-T98E-VSL12 en amarillo y en c-Src-SH3-VSL12 en rojo.

Este complejo demuestra que las mutaciones que se producen en la homologa virica
del dominio c-Src-SH3 no afectan en su capacidad para interaccionar con ligandos. La
constante de unién del péptido VSL12 al dominio v-Src-Q128R es 1,10+0,03 pM™! a pH
en tampon fosfato sédico monobasico/ fosfato sodico dibasico 50 mM a pH 7,0 (Figura

3.14). Esta constante es menor que la descrita para el dominio nativo, cuyo valor es 2,22

uM! (Feng et al., 1995).
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Figura 3.14. Determinacion de la constante de union del péptido VSL12 a al dominio v-Src-Q128R seguida
por la amortiguacion de la fluorescencia intrinseca de la proteina. Las curvas han sido ajustadas a la
ecuacion 2.5 tras representar la fraccion de saturacion (o) frente a la concentracion de péptido (uM).
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3.3 Discusion
3.3.1 Estructuras de los mutantes del dominio v-Src-SH3

Las tirosinas quinasas de la familia Src desempefan un papel fundamental como
intermediarias en las respuestas de las células a los estimulos extracelulares mediante la
fosforilacion de una amplia gama de sustratos. Estas enzimas estan estrictamente
reguladas por varios mecanismos (Roskoski, 2004). En la quinasa v-Src, la variante
oncogénica de la c-Src, algunas mutaciones alteran estos mecanismos reguladores. Varias
de estas mutaciones se encuentran en el dominio SH3, que desempefia un papel
fundamental en la funcion enzimatica al facilitar la interaccion con proteinas asociadas y
participar directamente en el mecanismo regulador de la actividad quinasa; este dominio
interacciona con el conector de los dominios SH1 y SH2 de la quinasa, dando lugar a su
forma cerrada o inactiva (Xu et al., 1997). Previamente, se ha descrito que la introduccion
individual de las mutaciones oncogénicas Arg95Trp, Thr96lle, Aspl17Asn y Leul24Val
no modifica la funcion celular de la c-Src. Sin embargo, cuando se combinan estas
mutaciones, la quinasa es activa y altamente oncogénica (Miyazaki et al., 1999). Para
estudiar los cambios estructurales producidos por la presencia de estas mutaciones
oncogénicas en el dominio SH3 de la tirosina quinasa c-Src, hemos cristalizado y resuelto
la estructura de varios mutantes del dominio v-Src-SH3. La proteina portadora de todas
las mutaciones oncogénicas muestra una estabilidad muy baja, lo que impide su
purificacion y, por tanto, su cristalizacion. Para aumentar la estabilidad de la proteina,
hemos utilizado un mutante de la v-Src-SH3 donde la glutamina en la posicion 128 fue
reemplazada por arginina. Estudios previos demostraron que esta sustitucion aumenta la
estabilidad del dominio c-Src-SH3 sin afectar a la formacion de dimeros entrecruzados

(Bacarizo et al., 2014, Plaza-Garrido et al., 2020).

Hemos obtenido la estructura entrecruzada del mutante v-Src-SH3-W95R-196T, que
muestra el mismo plegamiento general que los dimeros entrecruzados ya descritos del
dominio c-Src SH3. El analisis de la estructura muestra que los residuos mutados no
producen cambios significativos en ésta (Bacarizo et al., 2014; Camara-Artigas et al.,
2009; Plaza-Garrido et al., 2020). Sin embargo, no pudimos obtener la estructura dimérica
entrecruzada del dominio v-Src-SH3 que contiene las mutaciones oncogénicas en el lazo
RT, incluso con cristales obtenidos usando las mismas condiciones de cristalizacion. En

cambio, solo hemos obtenido la forma monomérica, y ambos mutantes muestran solo una
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molécula en la unidad asimétrica. La razon de la falta de dimeros entrecruzados de estos
mutantes se puede encontrar en el papel que juegan los residuos Arg95 y Thr96 en la
estabilizacion de la estructura dimérica. Ni el triptofano ni la isoleucina pueden formar

interacciones que estabilicen la forma entrecruzada (Figura 3.15).

E11q\\

Figura 3.15. Interacciones en la interfaz del dimero entrecruzado del mutante v-Src-SH3-W95R-196T
(PDB: 7NET). Los residuos en las diferentes cadenas del dimero estan coloreados en (A) gris y (B) verde.
La estructura del mutante v-Src-SH3-Q128R (amarillo) (PDB 7NER) esta superpuesta sobre una de las
cadenas del dimero. Los residuos mutados, Trp95 e 11e96, se muestran como bastones. Los aminoacidos
Thr96ay Thr98a forman un enlace de hidrogeno mediado por una molécula de agua (W) con los residuos
Thr96g y Thr98g relacionados con la simetria. Para mayor claridad, estos residuos relacionados con la
simetria no estan representados. El aminoacido Asp99 muestra una conformacion doble, lo que facilita los
enlaces de hidrégeno intracadena con diferentes residuos en el lazo RT.

Es interesante mencionar que la forma monomérica del dominio c-Src SH3 presenta
dos o cuatro moléculas en la unidad asimétrica segun el cristal a partir del cual se ha
obtenido la estructura, y que en ambos casos estas moléculas representan dos
conformaciones distintas del dominio (Plaza-Garrido et al., 2020). En las estructuras de
la c-Src SH3, el lazo n-Src muestra una alta flexibilidad que perjudica el modelado de
toda la cadena principal y de las cadenas laterales de los residuos del lazo, pero esta
flexibilidad se pierde en el mutante v-Src-SH3-Q128R. En el lazo RT, las mutaciones
oncogénicas modifican la red de interacciones alrededor del residuo Asp99 y dan como
resultado una conformacion del lazo diferente en comparacion con las estructuras del
dominio SH3 de la c-Src. Los residuos Arg95 y Thr96 se conservan en las FSTQ, excepto
en la quinasa Hck, en la que los aminoacidos isoleucina e histidina en lugar de arginina y
treonina dan como resultado un aumento notable de la flexibilidad del lazo RT (Arold et

al., 1998). En la estructura v-Src-SH3-Q128R, la pérdida de las interacciones dentro de
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la cadena en el lazo RT podria aumentar la energia del lazo. Ademas, la estabilidad de
este mutante podria verse afectada por la presencia de los residuos Trp95 y Glu97 en las
regiones desfavorables del diagrama de Ramachandran. El triptéfano no es un residuo
tipico en los giros B, donde los residuos de prolina y glicina se ven favorecidos
estadisticamente, presumiblemente porque sus cadenas laterales Unicas contribuyen
favorablemente a la estabilidad conformacional del giro B. Ademas, si el lazo esta
expuesto al disolvente, los residuos polares suelen estar presentes para estabilizar este
giro (Trevino et al., 2007). Un ejemplo de triptéfano en un giro 3 expuesto al disolvente
es el Trp60 en la proteina f2-microglobulina altamente amiloidogénica. La mutacion
Trp60Gly estabiliza la proteina y reduce la propension amiloidogénica (Esposito et al.,
2008). En nuestro caso, la mutacion oncogénica Arg95Trp podria tener el efecto
contrario, reduciendo la estabilidad de la proteina y aumentando su propension a formar

fibras amiloides.

Los experimentos de plegamiento realizados por Grantcharova y colaboradores con
mutantes del dominio c-Src SH3 con el lazo RT entrecruzado y los extremos N y C
terminales mostraron una desaceleracion dramaética en la velocidad de desplegamiento, lo
que sugiere que el paso limitante de la velocidad del plegamiento implica la disociacion
de los extremos N y C terminales y la apertura del lazo RT (Grantcharova et al., 2000).
Estudios experimentales y de dinamicas moleculares desarrollados por Baker y
colaboradores demostraron que las primeras regiones del dominio SH3 que se ordenan
son los tres lazos en horquilla: distal, RT y n-Src (Riddley ez al., 1999). La lamina de tres
hebras formada por la horquilla B de los lazos distal y n-Src contiene los residuos
considerados como nucleo de plegamiento hidréfobo del dominio SH3 (Ile110, Alal21 e
Ile132). Esta lamina tiene una densidad mucho mayor de interacciones estabilizadoras
que otras partes de la proteina de longitud similar, y el orden de los residuos produce un
aumento significativo en interacciones atractivas. Mientras tanto, la ordenacion de
residuos adicionales en el lazo RT aumenta el coste entropico de la formacion de la
estructura sin aumentos significativos en las interacciones atractivas nativas (Riddle et
al., 1999; Northey et al., 2002). La interaccion del lazo RT con la 1amina central de las
tres hebras se ve facilitada por los contactos hidrofobos entre los residuos del nucleo,
Phel02 y Leul08, y un enlace de hidrogeno entre la cadena lateral Glul106 y el atomo de

nitrogeno de la cadena principal de la Lys103. Las interacciones débiles entre el ntcleo
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de plegamiento y el plegado tardio del lazo RT podrian explicar el facil intercambio de

este lazo en la formacion de dimeros entrecruzados.

En las estructuras monoméricas de la proteina v-Src-SH3, la conformacion del lazo
RT es diferente de la que se encuentra en el dominio c-Src-SH3. La pérdida de algunas
interacciones en el lazo RT también podria afectar a la estabilidad de la proteina. Ademas,
las interacciones electrostaticas del lazo RT se pueden ver alteradas por la presencia de
dos residuos hidrofobos, triptéfano e isoleucina, en lugar de los residuos polares arginina
y treonina. El valor de pKa del Asp99 podria verse afectado por estos cambios, y podria
explicar el intervalo mas corto de estabilidad frente al pH de los mutantes v-Src-SH3 que

presentan las mutaciones oncogénicas en el lazo RT.

3.3.2 Interacciones del dominio SH3 en la tirosina quinasa y en complejo con los
MRPs

Anteriormente, se ha demostrado que las mutaciones oncogénicas en el dominio SH3
suprimian la unién del dominio c-Src al dominio quinasa para adoptar la conformacion
cerrada e inactiva, mientras se mantiene la capacidad de unir un subconjunto de proteinas
celulares a un nivel similar al de c-Src SH3 (Miyazaki ef al., 1999). Los residuos en el
lazo RT son responsables de la especificidad de la unién, y el puente salino entre el
aminodcido Asp99 y una arginina que flanquea el motivo candénico PxxP determina la
orientacion del péptido en clase I o II (Figura 3.17) (Bacarizo & Camara-Artigas, 2013).
Sin embargo, el Asp99 no interactiia con la region de union (linker region) de la c-Src
quinasa presente entre el dominio SH2 y el dominio quinasa (PDB: 2PTK) (Williams et
al., 1997). De hecho, la region de union en esta quinasa so6lo tiene un residuo de prolina,
Pro250, que junto con la cadena alifatica de la Lys249 se localizan en el primer bolsillo
(entre Tyr90-Tyr136) en la superficie hidrofoba del dominio SH3. El grupo metilo del
residuo Thr252 ocupa el segundo bolsillo de union (Tyr136-Pro133-Trp118), mientras
que los aminoacidos Ala256 y Lys257 se acoplan en el tercer bolsillo (Trp118-Tyr131)
(Figura 3.16). De esta manera, se espera que la interaccion de la region de union entre el
dominio SH2 y el dominio quinasa con el dominio SH3 sea mas débil que la unién de los
MRP de las proteinas asociadas con la secuencia consenso PxxP. El estado cerrado
inactivo de la quinasa muestra dos puentes salinos que pueden compensar la falta del
segundo residuo de prolina para impulsar la union intramolecular (Asp91-Lys249 y

Aspl117-Arg318). La mutacion oncogénica Aspl17Asn altera el puente salino con la
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Arg318, pero también el cambio de arginina por triptéfano, Arg95Trp, da como resultado

la pérdida de varias interacciones entre la region de union y el lazo RT (Figura 3.16).

Figura 3.16. (A) Interacciones entre el conector SH2-quinasa (gris) y el dominio SH3 (verde). Los residuos
de los dominios SH2 y SH1 que también interactian con el dominio SH3 en la estructura de la quinasa c-
Src (PDB 2PTK) se muestran como bastones naranjas. Las interacciones de los residuos del dominio SH3
con el conector de los dominios SH1 y SH2 (mostradas como barras) estan marcadas por lineas de trazos
verdes. Los tres bolsillos de interaccion estan marcados en naranja y etiquetados como P1, P2 y P3. (B)
Superposicion del dominio v-Src-SH3 con el dominio SH3 de la c-Src quinasa y v-Src-SH3-Q128R (PDB
7NER, amarillo). Las mutaciones oncogénicas Trp95 y Asnl17 se muestran como bastones amarillos y se
han eliminado las interacciones establecidas por los residuos Arg95 y Aspl117. (C) Conformacion inactiva
cerrada de la tirosina quinasa c-Src de pollo (PDB: 2PTK). Los 16bulos N- y C-terminal del dominio SH1
se han coloreado en magenta y rosa, respectivamente. El dominio SH2 esta coloreado en azul y el conector
SH2-SH1 en cian. El dominio SH3 se muestra en verde y la superposicion de v-Src-SH3 se muestra en
amarillo. Los residuos mutados en el dominio SH3 se muestran como bastones.
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Por lo tanto, estas interacciones podrian ser esenciales para respaldar el contacto débil
entre el dominio SH3 vy la region de union y explicarian los resultados anteriores que
apuntan a la falta de union del dominio v-Src-SH3 con la region de unién en la quinasa
v-Src (Figura 3.16 C) (Miyazaki et al., 1999). Sin embargo, los residuos Arg95 y Thr96
no interactiian con residuos en los MRP de las estructuras del complejo de los péptidos
de clase I y II del dominio c-Src SH3 (Bacarizo & Camara-Artigas, 2013) (Figura 3.17).

De esta manera, la interaccion del dominio v-Src-SH3 con proteinas asociadas podria no

verse afectada como se observo anteriormente (Miyazaki et al., 1999) tal y como

demuestra el complejo obtenido v-Src-Q128R-VSL12 (Figura 3.12).

Figura 3.17. Superposicion del mutante (A) v-Src-SH3-Q128R (verde) y (B) v-Src-SH3-N117D-V124L
(amarillo) y la estructura del complejo de la c-Src-SH3-Q128R/ APP12 (PDB: 50OBI1). El dominio SH3 se
ha representado como dibujo (blanco) y el péptido como bastones (magenta). Las mutaciones presentes en
cada variante oncogénica se representan como bastones. También se muestra el puente salino Asp99-
APP12-Arg7 que dirige la orientacion del péptido tras la union.

Aunque el intercambio tridimensional de dominios se ha descrito en el dominio SH3
de la tirosina quinasa c-Src aislado, hasta la fecha, no hay evidencia de la formacion de
estructuras entrelazadas en la quinasa c-Src completa. Otros dominios SH3 pertenecientes
a proteinas con diferentes estructuras y funciones, también forman dimeros entrecruzados
(Camara-Artigas, 2016; Richter et al., 2020). Ademas, este proceso de oligomerizacion
también se ha descrito en el dominio SH2 (Huculeci et al., 2015). Dada la aparicion
repetida de esta asociacion oligomérica en los dominios de estas quinasas, surge la
pregunta de si podria haber una funcién bioldgica asociada y como afectaria esta
oligomerizacion a su funcion. Los estudios comparativos realizados con las proteinas c-
Src y v-Src demostraron que la forma viral contiene un mayor nimero de regiones no
estructuradas, menor compactibilidad, mayor exposiciéon de residuos hidrofobos, una

mayor sensibilidad contra la desnaturalizacion y una tendencia més pronunciada hacia la
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agregacion (Falsone et al., 2004). En el dominio SH3 de la c¢-Src, la formacion de los
oligdmeros entrecruzados se produce mediante el intercambio del lazo RT, donde el lazo
n-Src actlia como lazo bisagra, lo que permite la exposicion parcial del niicleo hidréfobo
de la proteina. El protomero abierto puede evolucionar para formar el protomero cerrado
de nuevo o, si la concentracion es lo suficientemente alta, los residuos hidrofobos podrian
evitar la exposicion al disolvente intercambiando el lazo RT entre cadenas vecinas.
Nuestros resultados han demostrado que aquellos mutantes del dominio v-Src-SH3 donde

el dimero no esta estabilizado son especialmente propensos a agregar.
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Capitulo 4

Propiedades biofisicas y estructurales de las
quimeras Src-Abl y Abl-Src
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Son numerosos los estudios sobre formacion de oligobmeros entrecruzados que han
fijado su interés en la composicion y caracteristicas de los lazos bisagra (Ogihara et al.,
2001; Rousseau et al., 2001; Rousseau et al., 2012; Nagao et al., 2020). Para que este
pueda desempefiar su funcion se ha propuesto que debe tener cierta flexibilidad (Liu &
Eisenberg, 2002). En los dominios SH3 que forman oligdmeros entrecruzados el papel de
lazo bisagra es desempenado por diferentes lazos dependiendo de la naturaleza del
dominio. En el dimero entrecruzado del dominio c-Src SH3 y Eps-8 es el lazo n-Src el
que actua como lazo bisagra, mientras que en el dominio p47phox-SH3 el lazo que sufre
la apertura es el lazo distal, y el RT es el que actua como lazo bisagra en el dimero del
CRKL-SH3 (Kishan et al., 1997; Kishan et al., 2001; Yuzawa et al., 2004; Harkiolaki et
al., 2006; Camara-Artigas et al., 2009). En estudios previos de nuestro grupo de
investigacion con el mutante GIn128Arg de la quimera SA-2X se obtuvo como resultado
un dimero entrecruzado en el que, ademéas del lazo n-Src también el lazo RT actuaba

como lazo bisagra (Camara-Artigas et al., 2014).

En este capitulo se recogen los experimentos realizados para caracterizar los
dominios SH3 de la Abl y c-Src tirosina quinasas en los que se han intercambiado los
lazos RT y n-Src (Figura 2.1), llevandose a cabo tanto la caracterizacion biofisica como

estructural de las quimeras resultantes.

4.1 Resultados

4.1.1 Expresion y purificacion de las quimeras Src-Abl y Abl-Src

Todas las proteinas quimera fueron clonadas en un vector de expresion pHTP1 que
contiene resistencia a kanamicina y una etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal
seguido de un sitio de reconocimiento para la proteasa TEV. Se optimiz6 la temperatura
de induccion para la obtencion de un mayor rendimiento y en todos los casos se utilizd
20 °C. Enlatabla 4.1 se indica la del valor promedio del rendimiento de la purificacion

de cada quimera.
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Tabla 4.1. Rendimiento obtenido en la purificacion de los dominios Src-Abl y Abl-Src.

Proteina Rendimiento (mg por L de cultivo)

SA-RT 30
SA-Src 30
SA-2X 10
AS-RT 20
AS-Src 30
AS-2X 10

La presencia de proteina y su pureza fue comprobada en cada etapa de la purificacion
mediante electroforesis SDS-PAGE con geles al 16%. La figura 4.1 muestra un gel de

electroforesis tipo de la purificacion de las quimeras.

A B
1 2 34567 8

96,0
66,0
48,0
40,0
32,0
26,0

18,5
11,0

Figura 4.1. Gel de electroforesis PAGE-SDS de (A) Quimeras Abl-Src; Calles, 1: Pellet, 3: Fraccion del
sobrenadante saliente de la columna de afinidad. 4: Lavado con TEC, 5: Lavado con TEC con imidazol 20
mM, 6: Lavado con TEC con imidazol 250 mM (AS-Src), 8: Patron. (B) Quimeras Src-Abl; Calles, 1:
Patron, 2: SA-RT, 3: SA-2X y 5: SA-Src.

Para eliminar posibles agregados y alcanzar un mayor grado de pureza, tras el paso
de la columna de niquel para eliminar la proteasa TEV, los dominios fueron sometidos a
una cromatografia final en una columna de exclusion molecular Hi-Load 26/60 Superdex-
75 conectada a un sistema AKTA-FPLC. Las fracciones correspondientes a la proteina
pura se alicuotaron en volimenes de 1-2 mL a una concentracion de 1-3 mg/mL en
tampon fosfato sddico monobasico/fosfato sodico dibasico 50 mM pH 8,0, cloruro sodico

300 mM, y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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4.1.2 Caracterizacion biofisica de las quimeras Src-Abl-SH3 y Abl-Src-SH3

4.1.2.1 Solubilidad de las quimeras

Se ha determinado la solubilidad de las quimeras a 25 °C a pH 5,0 (acido acético/

acetato so6dico 50 mM) y 7,0 (fosfato sddico monobasico/fosfato sddico dibasico 50 mM).

Los resultados se muestran en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Solubilidad de las quimeras Src-Abl y Abl-Src.

Proteina Solubilidad (mg/mL)
pH 5,0 pH 7,0

SA-RT 11,1 13,7
SA-Src 4.5 4.8
SA-2X 10,4 12,5
AS-RT 3,9 8,1
AS-Src 5,2 11,0
AS-2X 0,8 3.8

Todas las quimeras muestran una mayor solubilidad a pH 7,0, mientras que a pH 5,0
las quimeras Src-Abl apenas muestran variacion en la solubilidad, las quimeras Abl-Src

sufren una reduccion drastica de ésta. Es especialmente notable la baja solubilidad de la
quimera AS-2X.

4.1.2.2 Estabilidad de las quimeras en funcion del pH

La estabilidad de las quimeras de los dominios SH3 en funcién del pH se ha estudiado
mediante la medida de la fluorescencia intrinseca de la proteina en un rango de pH de 1-
14 (Figura 4.2). En todos los casos se obtuvo una dependencia en forma de campana con

una Unica transicion tanto a pH acido como basico. En la tabla 4.3 se recopilan los valores

del pK. aparente calculados con la ecuacion 2.1.
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Figura 4.2. Porcentaje de la intensidad de fluorescencia de las quimeras frente al pH a 25 °C: (A) Quimeras
Src-Abl: SA-RT (rojo, - - -m- - -), SA-Src (azul, -e-), SA-2X (verde, --- A ---). (B) Quimeras Abl-Src: AS-
RT (rojo, - - -m- - -), AS-Src (azul, -e-), AS-2X (verde, --- A ---).

Tabla 4.3. Valores del pK, aparente de la desnaturalizacion acida y basica de las quimeras Src-Abl y Abl-

Src.
Numero de residuos ionizables
Proteina pKa (Acido) pKa (Basico) Asp Glu His Tyr Lys Arg Cys
c-Src-SH3-WT! 4,0+0,1 10,8+0,1 4 4 1 4 2 2 0
SA-RT 4,0+0,1 10,9+0,1 4 3 1 4 2 1 0
SA-Src 4,2+0,1 10,7+0,1 4 3 2 5 2 2 0
SA-2X 4,0+0,1 10,8+0,1 4 2 2 5 2 1 0
AS-RT 4,7+0,1 9,4+0,1 1 5 1 3 3 2 1
AS-Src 4,3+0,1 9,7+0,1 2 4 0 2 3 1 1
AS-2X 4,4+0,1 9,3+0,1 1 6 0 2 3 2 1

'Datos de Plaza-Garrido et al. (Plaza-Garrido et al., 2020).

En la region 4cida, todas las quimeras Src-Abl presentan un pK. aparente en torno a
4,0, que es el mismo valor obtenido para la proteina WT. Esta transicion puede ser
atribuida fundamentalmente a los residuos de aspartato (pKa del aminoécido libre 3,86),
sin descartar alguna contribucion de los residuos de glutamato (pKa del aminoacido libre
4,25). El mismo comportamiento se observa en la regién bésica, todas las quimeras
presentan un pK, aparente alrededor de 10,8 que es el valor obtenido para el dominio c-
Src-SH3 WT. Esta transicion podria ser atribuida principalmente a los residuos de tirosina
(pKa del aminoécido libre 10,07) y lisina (pKa del aminoacido libre 10,53). En
consecuencia, todas las quimeras presentan un intervalo de estabilidad similar en el rango

de pH 5,0-10,0.

En el caso de las quimeras Abl-Src hay una mayor variacion en los valores de pKa
aparente y en todos los casos una estabilidad ligeramente inferior al de las quimeras Src-
Abl. En este caso, la transicion a pH acido es atribuible mayormente a los residuos de

glutdmico que predominan en esta quimera en comparacion con las quimeras Src-Abl. En
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la region basica, todas las quimeras presentan un pK, aparente alrededor de 9,5. En este
caso, el menor valor del pK. aparente puede ser atribuido a la presencia de un residuo de
cisteina (pKa del aminoacido libre 8,33) y a las tirosinas (pKa del aminoécido libre 10,07).
En este caso, el intervalo de estabilidad comprende el rango de pH 5,5-8,5, que es menor

que el de las quimeras Src-Abl.

4.1.2.3 Estabilidad de las quimeras en presencia de cloruro de guanidinio

La desnaturalizacion inducida por cloruro de guanidinio (GdnHCI) de las quimeras
fue medida mediante el descenso de la fluorescencia intrinseca de la proteina. Los
experimentos se llevaron a cabo a una temperatura de 25 °C y a dos pHs: a pH 5,0 en
tampon acido acético/acetato sodico 50 mM; y a pH 7,0 en tampdn fosfato sodico
monobasico/fosfato sodico dibasico 50 mM. La variacion de la fluorescencia frente a la
concentracion de agente desnaturalizante fue analizada mediante un modelo de dos
estados segiin la ecuacion 2.2 (Figura 4.3 y 4.4). En la tabla 4.4 se recopilan los

parametros termodinamicos obtenidos para cada quimera.
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Figura 4.3. Fraccion nativa de las quimeras Src-Abl frente a la concentracion de GndHCl a (A) pH 5,0 y
(B) pH 7,0 a 25 °C: SA-RT (rojo, - - -m- - -), SA-Src (azul, -e-), SA-2X (verde, --- A---).
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Figura 4.4. Fraccion nativa de las quimeras Abl-Src frente a la concentraciéon de GndHCl a (A) pH 5,0 y
(B) pH 7,0 a 25 °C: AS-RT (rojo, - - -m- - -), AS-Src (azul, -e-), AS-2X (verde, --- A ---).

Tabla 4.4. Parametros termodinamicos de las quimeras Src-Abl y Abl-Src obtenidos de la
desnaturalizacion quimica con GdnHCIL.

D12 (M) AGw (kJ/mol) D12 (M) AGw (kJ/mol)

Proteina pH 5,0 pH 7,0

c-Src-SH3-WT! 2,43+0,02 11,20+1,50 2,76+0,03 17,11£2,00
SA-RT 2,81+0,03 13,99+3,93 3,21+0,03 15,00+1,28
SA-Src 2,21+0,02 11,00+2,29 2,95+0,04 14,94+1,11
SA-2X 3,21+0,03 15,68+3,44 3,49+0,04 18,00+0,85
Abl-SH3-WT? - - 2,80+0,10 16,20+0,80
AS-RT 2,52+0,03 12,92+1,88 2,79+0,03 13,92+1,74
AS-Src 1,74+0,02 10,50+0,81 1,52+0,02 9,98+1,84
AS-2X 1,14+0,01 8,49+2.96 0,97+0,01 10,07+1,55

'Datos de Plaza-Garrido et al. (Plaza-Garrido et al., 2020). ?Datos de Filimonov et al. (Filimonov et al.,
1999). Datos del dominio nativo Abl-SH3 no disponibles a pH 5,0.

Todas las quimeras Src-Abl son mas estables a pH 7,0 que a pH 5,0. De todas las
quimeras la que presenta mayor estabilidad es la SA-2X, por lo que introducir los lazos
RT y n-Src del dominio Abl-SH3 en el dominio c-Src genera un dominio mas estable

frente a la desnaturalizacion inducida por GdnHCI.

En el caso de las quimeras Abl-Src la estabilidad en presencia de GdnHCI es similar
a ambos pHs. La comparacion de los valores de D12y AGy obtenidos con los descritos
en la bibliografia para el dominio nativo a pH 7,0 muestra que el intercambio de los lazos
RT y n-Src produce dominios menos estables. Es notable la disminucion de estabilidad
de las quimeras AS-Src y AS-2X, por lo que podriamos concluir que la introduccion del
lazo n-Src del dominio c-Src-SH3 en el dominio Abl-SH3 produce una desestabilizacion

del dominio.
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4.1.2.4 Estabilidad térmica de las quimeras

La estabilidad térmica de las quimeras Src-Abl y Abl-Src se determind mediante el
cambio de elipticidad a 223 y 230 nm, respectivamente, utilizando una rampa de
temperatura entre 10 y 98 °C. Las medidas se realizaron a dos pHs, 5,0 y 7,0, en los
tampones acido acético/acetato sodico 50 mM y fosfato sddico monobasico/fostato
sodico dibasico 50 mM. Las figuras 4.5 y 4.6 muestran las curvas de desnaturalizacion
térmica de las quimeras Src-Abl y Abl-Src, respectivamente, a pH 5,0 y pH 7,0. Todas
las curvas fueron analizadas mediante un modelo de dos estados segun la ecuacion 2.8.
En la tabla 4.5 se recopilan los parametros termodinamicos obtenidos, T y AH, para cada
uno de los dominios SH3 Src-Abl y Abl-Src. La reversibilidad del proceso fue
comprobada mediante la comparacion de los espectros de CD de la proteina nativa, con

los obtenidos de la proteina desnaturalizada tras recuperar una temperatura de 25 °C.
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Figura 4.5. Elipticidad molar a 223 nm de las quimeras Src-Abl frente a la temperatura: SA-RT (A) pH 5,0
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Figura 4.6. Elipticidad molar a 230 nm de las quimeras Abl-Src frente a la temperatura: AS-RT (A) pH 5,0
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Tabla 4.5. Parametros termodinamicos obtenidos de la desnaturalizacion térmica de las quimeras Src-Abl

y Abl-Src.
pH 5,0 pH 7,0
. AHm AHmn
Proteina Tm (K) (kJ/mol) T (K) (kJ/mol)

c-Src-SH3-WT!  345,4+0,4 308+14 348,6£0,5 321432

SA-RT 349,1+0,8 253+16 347,0+0,2  268=+11
SA-Src 347,94+0,3 174+8 347,0+0,2 22446
SA-2X 345,0+0,5 212+7 347,440,9 232417
Abl-SH3-WT? - - 341,5+0,2  194+£10
AS-RT 328,6+0,7 151+14 334,3+0,1 197+3
AS-SRC 321,5+1,0 119+13 319,0£0,4  116+6
AS-2X 311,0+£2,6 80+19 313,0£1,3 87+11

'Datos de Plaza-Garrido et al. (Plaza-Garrido et al., 2020). Datos de Filimonov et al. (Filimonov et al.,
1999). Datos del dominio nativo no disponibles a pH 5,0.

En las quimeras Src-Abl, los resultados muestran que los dominios SA-RT y SA-Src
poseen una Ty, ligeramente superior a pH 5,0. A este pH, el intercambio de los lazos
produce una ligera estabilizacion en la quimera SA-Src que es mas notable en la quimera
SA-RT, mientras que el valor de T, obtenido para SA-2X es mas proximo al de la proteina
nativa. En cambio, a pH 7,0 todas las quimeras muestran una T similar, produciéndose

una ligera desestabilizacion respecto del dominio nativo.

En todos los casos se determino la reversibilidad del proceso midiendo el espectro de
CD de la proteina a 25 °C tras someterla a la rampa de temperatura. El dominio SA-RT
mostré una desnaturalizacion reversible a ambos pHs, mientras que la quimera SA-2X
mostro reversibilidad tan solo a pH 7,0. En el caso de SA-Src la desnaturalizacion fue

irreversible a los dos pHs estudiados.

En el caso de los dominios Abl-Src, de nuevo la variacion depende de los lazos
intercambiados. Los resultados muestran que la quimera AS-RT es mas estable a pH 7,0
que 5,0, mientras que las quimeras que portan el lazo Src, AS-Src y AS-2X no presentan
diferencias significativas en los pHs estudiados, siendo la AS-Src un poco mas estable a
pH ligeramente 4cido. A ambos pHs el comportamiento de estas quimeras es el mismo,
la insercion de los lazos produce una desestabilizacion del dominio nativo (comparable
solo a pH 7,0) que es més notable en la quimera AS-Src y AS-2X. De modo que, el

intercambio del lazo n-Src produce una mayor desestabilizacion en comparacion al
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intercambio del lazo RT, originando una disminucién de la T y AHm en AS-Src. Asi
mismo, cuando ambos lazos se intercambian, quimera AS-2X, originan una disminucion
de estos valores mucho mayor que la observada en AS-Src. A pH neutro se produce este
mismo efecto, en el que el intercambio de los lazos produce una desestabilizacion
importante de la Tr, en todas las quimeras Abl-Src respecto del dominio nativo, que es

mas notable en la sustitucion del lazo n-Src que en la del RT.

Los espectros registrados a 25 °C tras someter la proteina a la rampa de temperatura
mostro una desnaturalizacion reversible a ambos pHs para el dominio AS-Src, mientras
que la quimera AS-2X mostr6 reversibilidad tan solo a pH 5,0. La desnaturalizacion
térmica de la quimera AS-RT presenta una renaturalizacion parcial siendo mayor a pH
7,0 que a pH 5,0. Cabe destacar que la curva de desnaturalizacion térmica de la proteina
AS-RT a pH 7,0 muestra una linea base inclinada, debida probablemente a la aparicion
de una conformacion alternativa, que podria corresponder a la formacion de agregados

(Lee et al., 2003).

4.1.2.5 Caracterizacion del estado de oligomerizacion de las quimeras Src-Abl y Abl-Src

El estado de oligomerizacion de las quimeras se estudioé teniendo en cuenta la
solubilidad de las quimeras. De esta forma en el caso de las quimeras Src-Abl ha sido
posible determinar el estado de oligomerizacion mediante medidas de DLS a 5y 10
mg/mL a pH 5,0 y 7,0. Dada la menor solubilidad de las quimeras Abl-Src solo ha sido
posible determinar el estado de oligomerizacion a 5y 10 mg/mL apH 7,0y a 5 mg/mL
a pH 5,0. Teniendo en cuenta que el dominio c-Src SH3 forma dimeros entrecruzados en
presencia de PEG de bajo peso molecular, hemos estudiado también el efecto de éste
aditivo en la oligomerizacion de las quimeras (Camara-Artigas et al., 2009). Los

resultados se muestran en la tabla 4.6.
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Tabla 4.6. Valores de R, (nm) de las quimeras Src-Abl y Abl-Src a pH 5,0 y 7,0.

Ru (nm)
pH 5,0 7,0 5,0 7,0
+ 5% PEG300

Proteina

(mg/mL) 5 10 5 10 5 5
SA-RT 1,80+0,03 1,75+0,06 1,85+0,05 1,68+0.02 2,54+0,12 2,45+0,08
SA-2X 2,09+0,05 2,43+0,07 1,78+0,06 1,97+0,06 2,17+0,04 1,80+0,01
SA-Src (*)  1,86+0,02 - 2,12+0,04 - 2,05+0,10 2,1940,06
AS-RT - - 1,90+0,04 - 2,14+0,10 2,3140,06
AS-2X - - - - - 2,19+0,07
AS-Src 1,90+0,02 - 1,86+0,02 1,95+0,02 2,15+0,06 2,334+0,22

(*) Medida a la concentracion mas alta posible.

Al comparar los valores de radio hidrodindmico obtenidos para el mondémero (1,8 nm) y
el dimero (2,4 nm) de la proteina nativa (Plaza-Garrido ef al., 2020) con los resultados
obtenidos, podemos concluir que la quimera SA-RT forma dimeros en presencia de 5%
de PEG 300. A pH 5,0 la quimera SA-2X forma dimeros a 5 mg/mL en presencia de PEG
300, aunque se observa una tendencia a dimerizar a este pH incluso en ausencia de PEG.
Este comportamiento es el mismo observado en el mutante GIn128Arg de la quimera SA-
2X estudiado previamente (Camara-Artigas et al., 2014). Los resultados de la quimera
SA-Src son poco concluyentes ya que las medidas se realizaron en el limite de solubilidad

y la proteina presentaba agregados de mayor tamafio que los dimeros (Rh > 10 nm).

En el caso de las quimeras Abl-Src los resultados demuestran que en ausencia de
PEG 300 las proteinas son monoméricas en disolucién a los dos pHs ensayados. Sin
embargo, la adicién de 5% de PEG podria propiciar un equilibrio entre monémero y
dimero similar al que ocurre en la quimera SA-Src, mas desplazado a la forma dimérica
apH 7,0. Debido a la baja solubilidad de la quimera AS-2X, la medida del R, solo ha sido
posible en presencia de 5% de PEG 300 a pH 7,0, donde al igual que el resto de quimeras

Abl-Src, se aprecia la presencia de un equilibrio mondémero-dimero.

4.1.3 Cristalizacion y determinacion estructural de las quimeras Src-Abl y Abl-Src

Para determinar las condiciones de cristalizacion de las quimeras se llevaron a cabo
cribados con disoluciones comerciales, tal y como se describe en Materiales y Métodos.
En la tabla 4.7 se muestran las condiciones de cristalizacion obtenidas para cada una de
las quimeras estudiadas. En todos los casos el agente precipitante fue sulfato amonico. En
aquellos casos en los que la proteina mostrd problemas de nucleacion, se utilizaron

técnicas de micro y macroseeding. También para reducir la nucleacion y lograr cristales
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mas grandes se usaron aditivos como glicerol y PEGs de bajo peso molecular. También
se explor6 el efecto de la adicion de concentraciones bajas de otras sales, como por
ejemplo LiCl. Dado el efecto que tiene la adicion de PEG de baja masa molecular en la
oligomerizacon de los dominios, también se cribaron las condiciones de cristalizacion en

presencia de PEG 300 (Camara-Artigas et al., 2009).

Para su transporte a las instalaciones de luz sincrotrén, los cristales optimizados
fueron sometidos a enfriamiento en nitrégeno liquido una vez recogidos de la gota donde
crecian, mediante un criolazo. Durante este proceso no se utilizaron crio-protectores y en
todos los casos se eliminé el liquido del lazo tal y como se describe en Pellegrini et al.,
2011. Tal como se indica en Materiales y Métodos, se procesaron los datos obtenidos
para cada quimera a partir de los cristales de mayor calidad para resolver las estructuras

de interés a la mayor resolucion posible.
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Tabla 4.7. Condiciones de cristalizacion de las quimeras Src-Abl y Abl-Src.

Proteina
Grupo espacial

Método

Tipo de bandeja
Temperatura
O
Concentracién
de proteina
(mg/mL)

Composicion del
tampon de la
proteina

Composicion de
la disolucion del
reservorio

Volumen y ratio
de la gota (uL)

Volumen del

reservorio (uL)

Observaciones

Imagen

SA-RT
P22,2,
Difusién en el
vapor
Gota sentada

25

10

Tris 10 mM pH
8,0

Sulfato amoénico
1,5 M, PEG 4000
5%, Tris 0,1 M
pH 8,0

4, ratio 1:1
proteina a
disolucion de
reservorio

200

A\

SA-RT
P64
Difusién en el
vapor
Gota sentada

25

10

Acido
acético/acetato
sodico 10 mM pH
5,0

Sulfato amonico
1,5 M, PEG 300
5%, acido acético/
acetato sodico 0,1
M pH 5,0

6, ratio 1:1
proteina a
disolucion de
reservorio

1000

Proteina incubada
en 5% PEG 300 a
25 °C durante
toda la noche

-

SA-2X
P2,
Difusién en el
vapor
Gota sentada

25

10

Tris 10 mM pH
8,0

Sulfato amoénico
2,0 M, LiCl140
mM, glicerol
10%, PEG 300
5%, Mes 0,1 M
pH 6,0
4, ratio 1:1
proteina a
disolucion de
reservorio

200

Proteina en
complejo con
VSLI12 en
proporcion 1:2

SA-2X
P63
Difusién en el
vapor
Gota sentada

25

10

Tris 10 mM pH
8,0

Sulfato amonico
0,9 M, PEG 300
5%, acido acético/
acetato sodico 0,1
M pH 4,0

6, ratio 1:1
proteina a
disolucion de
reservorio

1000
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Tabla 4.7 (continuacion). Condiciones de cristalizacion de las quimeras Src-Abl y Abl-Src.

Proteina

Grupo espacial
Método

Tipo de bandeja
Temperatura
O
Concentracién
de proteina
(mg/mL)
Composicion del
tampon de la
proteina

Composicion de
la disolucion del
reservorio

Volumen y ratio
de la gota (uL)

Volumen del
reservorio (uL)

Observaciones

Imagen

SA-Src
P2,
Difusion en el vapor
Gota sentada

4

Tris 10 mM pH 8,0

Sulfato amoénico 1,8 M, LiCl
40 mM, glicerol 10%, PEG

300 5%, acido acético/

acetato sodico 0,1 M pH 5,0

4, ratio 1:1 proteina a
disolucion de reservorio

200

1 pL de semillas fue afiadido
a la gota de cristalizacion.

Los cristales obtenidos
fueron usados en

macroseeding

AS-RT
P4,
Difusion en el vapor
Gota sentada

25

Tris 10 mM pH 8,0

Sulfato amonico 2,0 M,
Hepes 0,1 M pH 7,0

4, ratio 1:1 proteina a
disolucion de reservorio

200

AS-Src
1212124
Difusion en el vapor
Gota sentada

10

Tris 10 mM pH 8,0

Sulfato amonico 1,6
M, LiCl140 mM,
glicerol 10%, PEG
200 5%, acido
acético/acetato sodico
0,1 MpH5,5

6, ratio 1:1 proteina a
disolucion de
reservorio

200

1 pL de semillas fue
afladido a la gota de
cristalizacion
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Tabla 4.7 (continuacion). Condiciones de cristalizacion de las quimeras Src-Abl y Abl-Src.

Proteina

Grupo espacial
Método

Tipo de bandeja
Temperatura
O
Concentraciéon
de proteina
(mg/mL)
Composicion del
tampon de la
proteina

Composicion de
la disolucion del
reservorio

Volumen y ratio
de la gota (uL)
Volumen del
reservorio (uL)
Observaciones

Imagen

AS-2X
P4,
Difusion en el vapor
Gota sentada

15

10

Tris 10 mM pH 8.0

Sulfato amodnico 1,8 M,
Mes 0,1 M pH 6,0

4, ratio 1:1 proteina a
disolucion de reservorio

200

—s

AS-2X
P2,22,
Difusion en el vapor
Gota sentada

15

10

Tris 10 mM pH 8.0

Sulfato amoénico 1,8 M,
Mes 0,1 M pH 6,0

4, ratio 1:1 proteina a
disolucion de reservorio

200

AS-2X
P2,22;
Difusion en el vapor
Gota sentada

10

10

Tris 10 mM pH 8.0

Sulfato amonico 2,6 M,
LiCl 40 mM, glicerol
10%, PEG 200 5%, Mes
0,1 M pH 6,5

4, ratio 1:1 proteina a
disolucion de reservorio

200

4.1.3.1 Estructura de la quimera SA-RT

En la quimera SA-RT el lazo RT del dominio c-Src-SH3 ha sido reemplazado por el
del dominio Abl-SH3 (E93V-S94A-R95S-T96G). Las estructuras obtenidas de este

dominio son:

- Estructura del monomero. Se cristalizo en presencia de sulfato amoénico 1,5 My

Tris 0,1 M pH 8,0, en el grupo espacial P2212; con pardmetros de celdilla unidad
a=26,0 A, b=41,5 A, ¢=52,2 A, a=B= y= 90° y una sola molécula en la unidad
asimétrica (PDB:7PVY).

- Estructura del dimero entrecruzado. Los cristales fueron obtenidos en presencia

de sulfato amonico 1,5 M y 5 % de PEG 300 en tampon 4cido acético/acetato
sodico pH 5,0. El grupo espacial fue P64 y la celdilla unidad a=b=48,8 A, ¢=90,9
A, 0=p=90°y y=120° (PDB:7PVZ).
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La tabla 2 del Apéndice 3 muestra las estadisticas de estas estructuras. A diferencia
del dominio nativo, esta quimera presenta una sola molécula en la unidad asimétrica en

la estructura del monomero.

El mondémero del dominio c-Src SH3 cristaliza en dos conformaciones distintas en
su unidad asimétrica (Plaza-Garrido et al., 2020). En la figura 4.7 se comparan la cadena
A de la quimera SA-RT con ambas cadenas, A y B, de la c-Src-SH3. Tal y como muestran
los valores de RMSD, el dominio SA-RT posee una mayor similitud a la cadena B del

dominio nativo.

A

10 T T T T T T
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80 90 100 110 120 130 140 80 90 100 110 120 130 140

RMSD (A)

NUmero de residuo Numero de residuo
c D Lazo Distal

Lazo Distal

/

Giro p =g Lazo RT
divergente f/ 4

P
p

Lazo n-Src Lazo n-Src

Figura 4.7. RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena A de
la SA-RT (PDB:7PVY) a las cadenas (A) A y (B) B del dominio nativo (PDB:6XVN). El valor medio de
RMSD para la cadena A es 0,64 A y parala B 0,52 A. Superposicion de la cadena A de la SA-RT (magenta)
con las cadenas (C) A (cian) y (D) B (lila) del dominio c-Src-SH3 (PDB:6XVN).

A pesar de que las mutaciones se encuentran en el lazo RT, las mayores diferencias
entre ambas cadenas pueden ser encontradas en el lazo n-Src, que suele mostrar una gran
flexibilidad (Plaza-Garrido et al., 2020). La figura 4.8 muestra los valores de los factores

B de la SA-RT en su estado monomérico.
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Figura 4.8. Factores B de los residuos de la cadena principal de la quimera SA-RT en su estado monomérico
(PDB:7PVY).

Se observa una reduccion en el numero de enlaces de hidrogeno que se establecen
entre los residuos del lazo RT cuando se compara con la proteina nativa. Los aminoacidos
ionizables Glu93 y Arg95 han sido sustituidos por un aminoécido alifatico, Val93, y
polar, Ser95, que ademas presentan una cadena lateral més corta. En el cristal de la
proteina nativa la Arg95 de la cadena A interacciona con el Glu97 de la cadena B y esta
interaccion no es posible en esta quimera. Ademas, la quimera SA-RT presenta la
mutacion Thr96Gly, por lo que se pierde la interaccion con la Thr98 tanto directamente,
como a través de una molécula de agua. Asi mismo, la sustitucion de serina por alanina
en la posicion 94, introduce un aminodcido apolar en la posicion de uno polar, lo que

elimina la interacciéon con moléculas de agua a través de su cadena lateral (Figura 4.9).

Figura 4.9. Comparacion de la red de enlaces de hidrogeno en el lazo RT en la quimera SA-RT (magenta)
(PDB: 7PVY) y la cadena A de la c-Src-SH3 (cian) (PDB: 6XVN). Las interacciones se muestran en
amarillo y las moléculas de agua en rojo.
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También se ha obtenido la estructura del dimero entrecruzado de la quimera SA-RT.
Aunque el lazo bisagra es el mismo que en el caso del dominio nativo, el lazo n-Src, este
dimero tiene una orientaciéon diferente de las cadenas de protdmero en la unidad
asimétrica comparadas con las estructuras previas del dimero entrecruzado de la c-Src-
SH3 nativa y mutantes. La comparacion del dimero con su correspondiente monomero,
excluyendo el lazo bisagra muestra que los valores de RMSD obtenidos para las cadenas
principales son 0,31 y 0,38 A, para los residuos Thr85-Vallll y Trpl18-Serl40,
respectivamente, lo que indica que no hay cambios aparentes entre la estructura

monomeérica y dimérica mas alla de la apertura del lazo bisagra (Figura 4.10).

A
3_ ) ®
1. .
22| .1 ]
51- e " ]
r e/ w
of . .. . s

80 90 100 110 120 130 140
Ndmero de residuo

B Lazo RT Lazo Distal C Lazo RT Lazo Distal

Girop 4
divergente

Giro B
divrgente

Figura 4.10. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena
A del monoémero de la SA-RT (PDB:7PVY) al protomero abierto del dimero entrecruzado de la SA-RT
(PDB:7PVZ). Superposicion de la cadena A del mondmero SA-RT (magenta) al protdmero abierto (violeta)
del dimero entrecruzado entre los aminoécidos (B) Thr84-Vall1l y (C) Trp118-Ser140.

En este caso, al igual que ocurre en la forma monomérica, los lazos RT y distal son los

que presentan mayor flexibilidad, tal y como indican sus valores de factor B (Figura4.11).
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Figura 4.11. Factores B de los residuos de la cadena principal de la quimera SA-RT en su estado de dimero
entrecruzado (PDB:7PVZ).

La comparacion de los protomeros abiertos del dimero entrecruzado de la quimera
SA-RT y el del dominio nativo muestra unos valores de RMSD para las cadenas
principales de 0,43 y 0,49 A, para los aminoacidos Thr84-Vallll y Trp118-Ser140,
respectivamente (Figura 4.12). Por lo tanto, si se excluyen los residuos del lazo bisagra,

las estructuras son muy similares.
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Figura 4.12. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena
del protomero abierto del dimero entrecruzado de la SA-RT (PDB:7PVZ) con el dominio nativo (PDB:
6XVO). Superposicion de la cadena abierta del dimero entrecruzado de la SA-RT (violeta) con la del
dominio c-Src-SH3 (cian), entre los aminoacidos (B) Thr84-Vall11l y (C) Trp118-Ser140. La molécula de
PEG que aparece en la interfaz del dimero del dominio nativo también ha sido representada.
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Si comparamos las interacciones que se producen en el dimero entrecruzado del
dominio c-Src-SH3 (Camara-Artigas et al., 2009, Bacarizo et al., 2014) con las que se
dan en el dimero SA-RT, podemos observar que la interaccion entre las cadenas laterales
de los residuos Glul06a (OE2) y Ser123g (OG) se conserva. Este enlace de hidrogeno
juega un papel clave en el plegamiento del dominio y, tal como se ve en la estructura del
dimero entrecruzado, el cambio de orientacion de las cadenas del dimero no afecta a dicho

enlace (Figura 4.13).

Figura 4.13. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 ¢ de la distribucion de enlaces de
hidrogeno en el sitio de nucleacion en las cadenas A (violeta) y B (rosa), generada por simetria, de la SA-
RT. Los puentes de hidrogeno se representan en amarillo.

Sin embargo, algunas otras interacciones que estabilizan el dimero del dominio
nativo, no estan presente en este, como por ejemplo el puente salino entre los residuos
Glul15a-Arg95sy Glul 158-Arg95a. En la quimera SA-RT la mutacién Arg95Ser impide
la formacion de este puente salino. También se pierde la red de enlaces de hidrogeno en
la que esta implicado el residuo Thr96, mutado a glicina, con varias moléculas de agua.
Estos cambios pueden ser los responsables de la distinta orientacion de las cadenas del
dimero entrecruzado de la quimera SA-RT. En la figura 4.14 se representa el lazo RT de
ambos dominios, asi como las interacciones en las que estan implicados los residuos

mutados.
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Figura 4.14. Representacion grafica de las interacciones que se producen en el lazo RT en (A) SA-RT
(violeta, y la cadena generada por simetria, rosa) y (B) c-Src-SH3 (cian, y la cadena generada por simetria,
azul oscuro). Los puentes de hidrogeno se han representado en verde y las moléculas de agua en rojo.

Algunas interacciones descritas para el dominio nativo se mantienen en el dimero de
SA-RT, como la que se produce entre las cadenas principales de los residuos Trpl118 y
Glull5, y las cadenas laterales de Asp99 (OD2)y Tyr92 (OH). Al igual que otros dimeros
de la c-Src, este dimero cristaliza a pH acido. Tal como hemos obtenido en las medidas
de DLS, el dimero del dominio nativo esta favorecido a estos pHs, en los que es de esperar
que el residuo Asp117 se encuentre protonado y de esta forma se evite el efecto repulsivo
entre las cargas de los residuos Aspll17a y Aspll7g (Cémara-Artigas et al., 2009,
Bacarizo et al., 2014, Camara-Artigas et al., 2014). Sin embargo, estos dos residuos no

interaccionan entre si en el dimero entrecruzado de la SA-RT (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Representacion grafica de algunas de las interacciones que se producen en el dimero
entrecruzado de la SA-RT. Los aminoacidos implicados estan representados en bastones y los puentes de
hidrégeno en amarillo.

Ademas, se han comparado las variaciones en los dngulos diedros de los dominios
nativos Abl-SH3, c-Src-SH3 y SA-RT en sus formas monomérica y dimérica (Tabla 4.8).
Los angulos diedros muestran que en SA-RT aparece un giro B tipo II en el lazo n-Src

formado por los residuos Glul15-Glul16-Asp117-Trp118.

Tabla 4.8. Angulos diedros de los residuos de los lazos RT* y n-Src?.

0} v @ v

¢ v ¢ v
c-Sre 6XVN! 6XVN 6XVO? sxvo  APP ¢ v SART — pvyt 7pVY 7PVZS 7PVZ
Y92 -135,8 125,1 -136,2 1271  F72 -1405 1259 Y92 -1367 1298 -137,6 1333
E93 -99,0 128,6 -103,1 1291 V73 937 1261 Vo3 21059 1215 12,4 124,8
S94 -58,0 133,9 62,8 1420 A74 53,0 1363 A94 62,7 139,1 753 1452
R95 1283 0,6 87,7 17,1 S75  -1270 726 95 -109.,9 57 -105,0 30,3
T96 -130,0 179,1 90,1 32 G76 997 1747 G9%  -1363  -160,1 21037 -1548
E97 735 17,8 59,9 1409 D77 -471 1309 E97 951 12,4 1194 1,0
T98 -125,5 3,1 -108,0 1764  N718 71,7 18,3 T98 -119.9 8,5 -106,7 -9.8
Vil -104,0 253 1072 1062  L91  -943 281 VIl 98,1 377 13,0 157.,9
N112 SM sM 47,1 1328  G92 1667  -169,1  N112  -1466 113,10 912 153,7
N113 -108.4 -169,5 -161,9 1715 Y93  -1363 1621  NI113  -1169 27,7 54,1 393
T114 91,8 22,7 75,9 219  N94  -828  -1722  Tl14 53,7 41,0 -129,6 1454
E115 59,6 142,7 722 258  H95  -632 374  ElI5 2959 1512 -132,6 952
G116 75,9 -166.,4 79,0 1785  N96  -99.5 0,9 Gl116 89,1 17,9 63,2 -109,7
D117 -110,5 14,1 56,7 1546  G97 82,1 1,8 D117 954 423 -106,3 14,9

! 6XVN: mondmero de c-Src-SH3. 2 6XVO: dimero entrecruzado de c-Src-SH3. * 4JJC: mondmero de
Abl-SH3. * 7PVY: mondmero de SA-RT. 3 7PVZ: dimero entrecruzado de SA-RT. En negrita se
muestran los residuos fuera de las regiones favorecidas del Ramachandran o que no han podido ser
modelados (SM).
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4.1.3.2 Estructura de la quimera SA-Src
En la quimera SA-Src el 1azo n-Src del dominio c-Src-SH3 ha sido reemplazado por
el del dominio Abl-SH3 (N112G-N113Y-T114N-E115H). La estructura obtenida de este

dominio es:

Estructura del monomero. Los cristales fueron obtenidos en presencia de sulfato
amonico 1,8 M, 5 % de PEG 300, 10% de glicerol y cloruro de litio 40 mM a pH 5,0,
en tampon acido acético/acetato sodico 0,1 M pH 5,5. Los cristales de esta proteina
pertenecen al grupo espacial monoclinico P21, con una celdilla unidad a= 37,3 A,
b=93,1 A, c=80,4 A, a=y =90° y B=97°. Se modelaron hasta ocho moléculas en la
unidad asimétrica (PDB:7PW0). Para obtener cristales de calidad a partir de los
cuales obtener el patron de difraccion se aplicaron métodos de micro y macro-

siembra a 4 °C. La tabla 3 del Apéndice 3 muestra las estadisticas de esta estructura.

La superposicion de cada una de las ocho moléculas presentes en la unidad
asimétrica, tomando de referencia la cadena A, demuestra que se pueden diferenciar dos
conformaciones preferentes: I, correspondiente a las cadenas A-D y II a las cadenas E-H
(Figura 4.16). Los valores de RMSD obtenidos para cada cadena son: B, 0,11 A; C, 0,09
A;D,0,14A;E, 0,61 A;F, 0,63 A; G, 0,60 A; H, 0,53 A.
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Figura 4.16. (A) RMSD obtenido al superponer las cadenas principales A-H presentes en la unidad
asimétrica de la quimera SA-Src (PDB:7PW0). (B) Superposicion de las cadenas A-H presentes en la
unidad asimétrica de la SA-Src: A (blanco), B (violeta), C (naranja), D (verde), E (azul), F (magenta), G
(amarillo) y H (cian oscuro).

Las mayores diferencias que se observan entre las dos conformaciones se localizan
en el lazo n-Src y en menor medida, en los lazos RT y distal. En este ultimo podemos
encontrar diferencias significativas en la red de puentes de hidrogeno entre los residuos

implicados en el estado de transicion del plegamiento del dominio. Este resultado es
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equivalente al encontrado en otras estructuras del dominio c-Src donde aparecen a
menudo dos conformaciones, con diferencias notables en la red de enlaces de hidrogeno
en el llamado sitio de nucleacién (Bacarizo et al., 2014). Como se puede observar en la
Figura 4.17, en la conformacion I se pierde el enlace de hidrégeno entre las cadenas
laterales de los residuos Glu106 (OE1) y Ser123 (OG). En su lugar aparece una molécula

de agua mediando este enlace.

Figura 4.17. Mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 o del sitio de nucleacion en las
cadenas (A) A (blanco) y (B) E (azul) de la SA-Src. Los puentes de hidrégeno se representan en amarillo y
las moléculas de agua en rojo.

La comparacion del lazo n-Src entre las cadenas que muestran la conformacion [y 11
muestra también diferencias en la distribucion de enlaces de hidrogeno tal y como puede
observarse en la figura 4.19. Esto es debido, tal como se ha indicado previamente, a la
alta flexibilidad del lazo n-Src (Figura 4.18), por lo que es frecuente encontrarlo en
distintas conformaciones en las que se establecen distintas interacciones entre los residuos

implicados en este lazo y en otros elementos de estructura secundaria de la proteina.
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Figura 4.18. Factores B de los residuos de las cadenas principales de las cadenas A (negro), B (violeta), C
(naranja), D (verde), E (azul), F (magenta), G (amarillo) y H (cian oscuro) de la SA-Src (PDB: 7PWO0).
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Figura 4.19. Representacion grafica de la distribucion de enlaces de hidrogeno en el lazo n-Src de las
cadenas A (blanco), B (violeta), C (naranja), D (verde), E (azul), F (magenta), G (amarillo) y H (cian
oscuro) de la SA-Src. Los puentes de hidrogeno se representan en amarillo y las moléculas de agua en rojo.

Por ultimo, hemos comparado las cadenas pertenecientes a las conformaciones [y 11
de la SA-Src con las presentes en el dominio nativo. COmo en casos anteriores, la
principal diferencia entre las cadenas principales aparece al comparar los residuos del
lazo n-Src. Sin embargo, en el caso de la conformacion I se observan valores mayores de
RMSD en la cadena principal del lazo distal y del residuo Glu106 (Figura 4.20) que en el
caso de la conformacién II. Como se ha explicado anteriormente, en las cadenas A-D se
produce un cambio de disposicidon en las interacciones que se dan en el nucleo de

plegamiento.
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Figura 4.20. RMSD obtenido al superponer las cadenas principales (A, negro y B, azul) y laterales (A, rojo
y B, verde) del dominio nativo c-Src-SH3 (PDB: 6XVN) a las cadenas (A) A (0,89 A para Ay B)y (B) E
(0,88 A para Ay, 0,68 A para B) presentes en la unidad asimétrica de la quimera SA-Src (PDB:7PW0).
Superposicion de las cadenas (C) A (blanco) y (D) E (azul) presentes en la unidad asimétrica de la SA-Src
a las cadenas A (cian) y B (lila) del dominio nativo c-Src-SH3.

4.1.3.3 Estructura de la quimera SA-2X

En la quimera SA-2X los lazos RT y n-Src del dominio c-Src-SH3 han sido
reemplazados por los del dominio Abl-SH3 (E93V-S94A-R95S-T96G-N112G-N113Y-
T114N-E115H). Las estructuras obtenidas de este dominio son:

- Estructura del monomero. Los cristales fueron obtenidos en presencia de sulfato
amonico 2,0 M, 5 % de PEG 300, 10% de glicerol y cloruro de litio 40 mM en
tampon Mes 0,1 M pH 6,0. Los cristales pertenecian al grupo espacial
monoclinico P2 con una celdilla unidad a=29,0 A, b=59,7 A, ¢=37,3 A, a=y =90°
y B=99° (PDB:7PVX) que contenian dos moléculas del dominio en la unidad
asimétrica. La obtencion de la estructura del mondmero de esta quimera solo fue
posible en presencia del péptido sintético de alta afinidad VSL12.

- Estructura del dimero entrecruzado. Los cristales se obtuvieron en presencia de

sulfato amonico 0,9 M, 5% PEG 300, 4cido acético/acetato sodico 0,1 M a pH
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4,0, y pertenecian al grupo espacial P63 con parametros de celdilla unidad

a=b=68,0 A, c=46,2 A, a=p=90° y y=120° (PDB:7PVW).

La tabla 4 del Apéndice 3 muestra las estadisticas de estas estructuras. La estructura
del complejo SA-2X-VSL12 (VSLARRPLPLP) presenta dos moléculas del complejo en
la unidad asimétrica, A y C. La comparacion de las cadenas principal y lateral de A y C,
correspondientes al dominio SH3, en la unidad asimétrica de la SA-2X (Figura 4.21),
resulta en un RMSD para la cadena principal de 0,37 A. Las principales diferencias se
encuentran en los lazos RT y n-Src, los cuales son muy flexible, tal y como indican los

valores de factor B (Figura 4.21.C).
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Figura 4.21. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena
A y C presentes en la unidad asimétrica del mondémero de la SA-2X-VSL12 (PDB:7PVX). (B)
Superposicion de las cadenas A (naranja) y C (gris) presentes en la SA-2X-VSL12. (C) Factores B de los
residuos de la cadena principal de las cadenas A (naranja) y C (gris) del complejo SA-2X-VSL12.

La comparacion el complejo SA-2X-VSL12 con la estructura del complejo del
dominio nativo, que cuenta con una sola molécula en la unidad asimétrica (Figura 4.22),
resulta en un valor RMSD para las cadenas principales de 0,62 A para A y 0,59 A para

C. Las mayores diferencias con respecto del dominio nativo se encuentran en el lazo n-

134



Src, el cual sufre cambios conformacionales notables cuando se encuentra unido al

péptido.
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Figura 4.22. RMSD de la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la comparacion de las cadenas (A)
Ay (B) C presentes en la unidad asimétrica del monémero de la SA-2X en complejo con el péptido VSL12
(PDB:7PVX) con la cadena A de la c-Src-WT en complejo con VSL12 (PDB:4RTZ). Superposicion de las
cadenas (C) A (naranja) y (D) C (gris) presentes en la unidad asimétrica de la SA-2X-VSL12 con la cadena
A de la ¢-Src-VSL12 (verde oscuro) (PDB:4RTZ).

En la figura 4.23 y 4.24 se han comparado los lazos RT y n-Src de los complejos SA-
2X-VSL12y c¢-Src-SH3-VSL12. En el dominio nativo la Ser94, que se encuentra en doble
conformacidn, interacciona con las cadenas principales de los residuos Thr96 y Asp99 a
través de una molécula de agua. En la quimera, la mutacion Ser94Ala elimina estas
interacciones y las establece con la molécula de agua W03 que favorece la interaccion
con otros residuos del lazo, papel similar al que realiza la W32 en el dominio nativo

(Figura 4.23).

En el caso del lazo n-Src, la conformacion de este es significativamente diferente
entre ambas estructuras, ya que la interaccion entre la Asn112 (N) y la Leul20 (O) de la
proteina nativa no se produce en el dominio SA-2X. En este caso la molécula de agua
W22, que aparece en ambos dominios, presenta una red de interacciones que se conservan

en ambas estructuras (Figura 4.24).
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Figura 4.23. Comparacion de las interacciones entre los residuos mutados en el lazo RT de (A) SA-2X-
VSLI12 (cadena A) y (B) c-Src-SH3-VSL12. Los puentes de hidrogeno y las aguas estan representados en
magenta y rojo, respectivamente.

Figura 4.24. Comparacion de las interacciones entre los residuos mutados en el lazo n-Src de (A) SA-2X-
VSLI12 (cadena A) y (B) c-Src-SH3-VSL12. Los puentes de hidrogeno y las aguas estan representados de
magenta y rojo, respectivamente.
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El analisis de las interacciones que se establecen entre el péptido y el dominio SH3
muestra que las interacciones principales estan conservadas (Bacarizo & Camara-Artigas,
2013). Los residuos del péptido Leull y Prol2 interaccionan con el primer bolsillo
hidrofobico del dominio SH3 formado por Tyr90-Tyr136, y Leu8 y Pro9 interaccionan
con el segundo compuesto por Tyr92-Tyr136-Trp118. En el tercer bolsillo hidrofobico,
al igual que ocurre en el dominio nativo, se establece un puente salino entre los residuos
Arg6 (NH2, NH1) y Asp99 (OD1, OD2), que es el que determina la orientacion del
péptido, en este caso, de clase I. Ademads, se pueden observar otras interacciones de tipo
cation m entre los residuos Argb y Trp118 y puentes de hidrogeno entre varios residuos:
Ala4(0) y Aspl117(H), Pro7(0) y Trpl118(NE1), Pro9(O) y Asn135 (ND2), y Pro10 (O)
y Tyr136 (OH) (Figura 4.25).

Figura 4.25. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 o de la uniéon del péptido VSL12
(VSLARRPLPLP) (cian oscuro) al dominio quimera SA-2X (naranja). Las interacciones que se producen
entre los residuos se muestran en magenta.

Se ha determinado la constante de union del péptido VSL12 a la quimera SA-2X
mediante medidas de fluorescencia intrinseca de la proteina. A pH 7,0 (en tampoén fosfato
sodico monobésico/ fosfato sddico dibdsico 50 mM) el valor de esta constante es
1,12+0,06 uM! (Figura 4.26), que es del mismo orden que la determinada para el dominio

nativo, cuyo valor es 2,22 uM™! (Feng et al., 1995).
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Figura 4.26. Determinacion de la constante de union del péptido VSL12 a la quimera SA-2X seguida por
la amortiguacion de la fluorescencia intrinseca de la proteina. Las curvas han sido ajustadas a la ecuacion
2.5 tras representar la fraccion de saturacion (o) frente a la concentracion de péptido (uM).

La comparacion el dimero entrecruzado de la SA-2X con el dimero del dominio
nativo muestra varias diferencias. Ademas de la diferencia en el lazo bisagra, que en el
caso de la quimera SA-2X implica también el lazo RT, en esta estructura no se ha
modelado ninguna molécula de PEG en la interfaz del dimero. La principal caracteristica
de este dimero es la presencia de dos lazos bisagra, donde los aminodcidos Thr96-Asp99,
pertenecientes al lazo RT, y Glyl112-Gly116, pertenecientes al lazo n-Src, aparecen en
una conformacion extendida. En este ultimo lazo aparece una hélice 310 que no aparece
en el dominio nativo. La figura 4.27 A 'y 4.27 B muestra el dimero entrecruzado de la SA-

2X y la c-Src-WT, respectivamente.
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Lazo Distal

Lazo n-Src

Figura4.27. (A) Representacion de la estructura de la SA-2X a pH 4,0 (azul oscuro). El dimero entrecruzado
ha sido generado mediante simetria (amarillo). (B) Representacion de la estructura de la c-Src-SH3 (cian).
El dimero entrecruzado ha sido generado mediante simetria (verde). Este ha sido representado para facilitar
la visualizacion de la diferente geometria que presenta la quimera respecto del dominio nativo.

Al comparar los protomeros abiertos del dimero entrecruzado de la quimera SA-2X
y el del dominio nativo, los valores de RMSD obtenidos para las cadenas principales son

0,64 A para los residuos Asp99-Vall11y 0,34 A para los residuos Trp118-Ser140 (Figura
4.28).

139



4 , .

3t ?
< .t
Qot 4
w

s [

x

1+ . /

ool |® ! [
o} % .

100 110 120 130 140
Numero de residuo

Giro p
»divergente C

Distal

Figura 4.28. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) del protémero
abierto del dimero entrecruzado de la SA-2X (PDB:7PVW) con el dominio nativo (PDB: 6XVO).
Superposicion de la cadena abierta del dimero entrecruzado de la SA-2X (azul oscuro) con la del dominio
c-Src-SH3 (cian), entre los aminoécidos (B) Asp99-Vallll y (C) Trp118-Ser140.

Al igual que ocurre en el dominio nativo, el residuo Aspl17 se encuentra a una
distancia de 2,5 A y, por tanto, es de esperar que la formacién de este dimero se estabilice
a pH acido donde este residuo este protonado, para evitar la repulsién de cargas entre los

residuos Aspl17a y Asp117g (Figura 4.29).

Figura 4.29. Mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 o de la interfaz del dimero
entrecruzado de la SA-2X (PDB:7PVW), donde se muestra el enlace de hidrégeno establecido entre los
aminodcidos Aspl1174-Asp117s (distancia 2.5 A). El grupo carboxilico de este aminoicido debe estar
protonado para evitar la repulsion de cargas entre estos dos residuos. La cadena A se representa en azul
oscuro y la cadena B, generada por simetria, en amarillo.
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Debido a que no ha sido posible la obtencion de la forma monomérica libre para SA-
2X, hemos comparado el protdémero abierto de esta con la cadena A del mondémero del
dominio nativo. Los valores de RMSD son 0,56 A para los residuos Asp99-Vall11y 0,42
A para los residuos Trp118-Ser140 (Figura 4.30).
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Figura 4.30. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena
del protdmero abierto del dimero entrecruzado de la SA-2X (PDB:7PVW) con la cadena A del mondémero
del dominio nativo (PDB: 6XVN). Superposicion de la cadena abierta del dimero entrecruzado de la SA-
2X (azul oscuro) con la cadena A de c-Src-SH3 (cian), entre los aminoacidos (B) Asp99-Vallll y (C)
Trp118-Ser140.

Estudios previos han demostrado que el residuo Argl28 estabiliza notablemente el
dominio c-Src-SH3 (Bacarizo et al., 2014). Hemos comparado el dimero entrecruzado de
la quimera con esta mutacion (Camara-Artigas ef al., 2014) con la obtenida en esta Tesis.
La comparacion de ambas estructuras evidencia que no existen diferencias significativas
entre ambas, tal como demuestra el valor d¢ RMSD obtenido para los residuos de la
cadena principal, que es de solo 0,36 A (Figura 4.31). La red de enlaces de hidrogeno

asociados a esta posicion se muestra en la figura 4.32.
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Figura 4.31. Comparacion entre las quimeras SA-2X y SA-2X-Q128R. (A) RMSD obtenido al superponer
la cadena principal (negro) y laterales (rojo) del protomero abierto del dimero entrecruzado de la SA-2X
(PDB:7PVW) con el de la SA-2X-Q128R (PDB: 4LE9). (B) Superposicion de la cadena abierta del dimero
entrecruzado de la SA-2X (azul oscuro) con la del dominio SA-2X-Q128R (rojo).

Figura 4.32. Comparacion de las interacciones de la cadena lateral del residuo 128 en (A) SA-2X (cadena
A, azul oscuro, y B, generada por simetria, amarillo) y SA-2X-Q128R (cadena A, rojo, y B, generada por
simetria, blanco). Los puentes de hidrogeno y moléculas de agua se muestran en verde y rojo,
respectivamente. Notese que se conserva el puente de hidrégeno entre los residuos Ser1234 y Glul06g,
descrito en el dimero entrecruzado del dominio nativo (PDB: 6XVO).

La tabla 4.9 muestra la comparacion de la variacion en los angulos diedros de los
dominios nativos c-Src-SH3, en su forma monomérica y dimérica, Abl-SH3, en su forma
monomérica, y la forma dimérica de SA-2X y SA-2X-QI128R. Los angulos diedros
muestran que, al igual que ocurre en SA-2X-Q128R, aparece una hélice 319 en el lazo n-

Src formada por los residuos Tyr113-Asnl14-His115 (Camara-Artigas et al., 2014).
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Tabla 4.9. Angulos diedros de los residuos de los lazos RT* y n-Src?.

¢ v ¢ v ¢ v ¢ v
eSreWUN' 6XUN 6xvo?  6xvo  APP ¢ v SA2X Jpvwt  7PVW  4LE9S  4LE9
Y92 21358 125,01  -1362 127,10  F72  -1405 1259 Y92  -1362 1271  -1399 1268
E93 990 1286  -103,1 1291 V73 937 1261 V93  -103,1 129,  -1047 1278
S94 580 1339 628 1420 A74  -530 1363 A9 628 1420  -66,1 1448
R95  -1283 0,6 877 <171 S75  -1270 726 S95 877 <171 871 245
T96  -1300 179,01 90,1 32  G16 997 1747  G9% 90,1 32 940 3,0
E97 735  -178  -599 1409 D77 47,0 1309  E97  -599 1409  -61,7 1428
T98  -1255 31  -1080 1764 N78 71,7 183 TO8  -1080 1764  -107,0 1782
VI <1040 253 -1072 1062  LO1  -943 281 VIl  -107,0 1385  -1002 1252
N2 SM SM 471 1328  G92 1667  -169,] G2 653 344 66,8 40,8
NI13  -1084  -1695 -1619 1715 Y93  -1363 1621 Y13  -520  -345  -498  -375
TI4 91,8 227 759 219 N94 828 1722 N1l4 618 209  -62,1  -166
E115 596 1427  -722 258 H95 632 374  HII5 827  -100  -830 -84
Gl16 759  -1664 790 1785 N96  -99.5 09 G116 909  -1734 868  -1765
D117 -1105  -141  -56,7 1546 G97 82,1 1,8 D117 -867 1703  -849 1736

! 6XVN: monémero de c-Src-SH3. 2 6XVO: dimero entrecruzado de c-Src-SH3. 3 4JJC: monémero de
Abl-SH3. 4 7PVW: dimero entrecruzado de SA-2X. * 4LE9: dimero entrecruzado de SA-2X-Q128R. En
negrita se muestran los residuos fuera de las regiones favorecidas del Ramachandran o que no han podido

4.1.3.4 Estructura de la quimera AS-RT

ser modelados (SM).

En la quimera AS-RT el lazo RT del dominio Abl-SH3 ha sido reemplazado por el

del dominio c-Src-SH3 (V73E-A74S-S75R-G76T-D77E). La estructura obtenida de este

dominio es:

Estructura del monomero. Los cristales se obtuvieron en presencia de sulfato

amonico 2,0 M y Hepes 0,1 M pH 7,0, en el grupo espacial P4; con pardmetros
de celdilla unidad a=b=42,6 A, ¢c=30,4 A, a=p=y=90°, y una sola molécula en la

unidad asimétrica (PDB:PW?2). La tabla 5 del Apéndice 3 muestra las estadisticas

de esta estructura.

La comparacion de la quimera AS-RT con la Abl-SH3 nativa (Figura 4.33) resulta

en un RMSD para la cadena principal de 0,51 A. En este caso, la diferencia més notable

se encuentra en el lazo RT, donde se localizan las mutaciones, y en el lazo n-Src. Ambos

lazos muestran una alta flexibilidad, tal y como indican sus valores de factor B (Figura

433 Q).
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Figura 4.33. (A) RMSD obtenido al superponer las cadenas principales (negro) y laterales (rojo) de la
cadena A presente en la unidad asimétrica de la quimera AS-RT (PDB:7PW2) a la cadena A del dominio
nativo Abl-SH3 (PDB: 4JJC). (B) Superposicion de la cadena A (magenta) presente en la unidad asimétrica
de la AS-RT a la cadena A del dominio nativo Abl-SH3 (PDB: 4JJC) (cian claro). (C) Factores B de los
residuos de la cadena principal de la cadena A de la AS-RT (PDB: 7PW2).

La figura 4.34 muestra las interacciones en el lazo RT en el dominio Abl-SH3 nativo
y en la quimera AS-RT. En este lazo se han reemplazado aminoacidos sin carga por
aminoacidos ionizables (Val93Glu y Ser95Arg) y aminodcidos hidrofébicos por polares
(Ala74Ser y Gly76Thr). La red de enlaces de hidrogeno presenta ciertas diferencias con

la proteina nativa, que implica también a varias moléculas de agua.
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Figura 4.34. Representacion grafica de la distribucion de enlaces de hidrogeno en el lazo RT de los dominios
(A) AS-RT (magenta) y (B) Abl-SH3 (cian claro). Las interacciones y las moléculas de agua se representan
en amarillo y rojo, respectivamente.

En el sitio de nucleacion no se observan diferencias significativas y el enlace entre
los residuos Glu86 (OE2) y Thr104 (OG1) se produce a través de una molécula de agua,
que también interacciona con los residuos Ser81 (O) y Asn106 (ND2 o OD1) (Figura
4.35).

Figura 4.35. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 o del sitio de nucleacion de los
dominios (A) AS-RT (magenta) y (B) Abl-SH3 (cian claro). Las interacciones y las moléculas de agua se
representan en amarillo y rojo, respectivamente.
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4.1.3.5 Estructura de la quimera AS-Src

En la quimera AS-Src el lazo n-Src del dominio Abl-SH3 ha sido reemplazado por
el del dominio c-Src-SH3 (G92N-Y93N-N94T-H95E) con el fin de estudiar el efecto de
dicho lazo en la formacion de dimeros entrecruzados. La estructura obtenida de este

dominio es:

Estructura del monomero. Los cristales se obtuvieron en presencia de sulfato
amonico 1,6 M, y PEG 300 y tampon éacido acético/acetato sodico 0,1 M pH 5,5.
Inicialmente se obtenia un precipitado microcristalino. Para disminuir la nucleacion
y mejorar la calidad de los cristales se afadi6 a la disolucion precipitante 10% de
glicerol y cloruro de litio 40 mM. Los cristales pertenecian al grupo espacial
ortorrémbico /212121 con parametros de celdilla unidad a=41,9 A, b=47.4 A, ¢c=75,6
A, a=B=y= 90°, y presentaban solo una molécula en la unidad asimétrica

(PDB:7PVV). La tabla 6 del Apéndice 7 muestra las estadisticas de esta estructura.

La comparacion de la quimera AS-Src y la Abl-SH3 (Figura 4.36) resulta en un
RMSD para la cadena principal de 1,2 A. La principal diferencia se encuentra en el lazo
n-Src, que es donde se han introducido las mutaciones. En esta estructura tanto el lazo RT
como el n-Src presentan una alta flexibilidad, tal y como indican sus valores de factor B,
lo cual es de esperar por el papel que desempeiian ambos lazos en la union de secuencias

ricas en prolina (Figura 4.36 C).
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Figura 4.36. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena
A presente en la unidad asimétrica de la quimera AS-Src (PDB:7PVV) a la cadena A del dominio nativo
Abl-SH3 (PDB: 4JJC). (B) Superposicion de la cadena A (azul) presente en la unidad asimétrica de la AS-
Src a la cadena A del dominio nativo Abl-SH3 (PDB: 4JJC) (cian claro). (C) Factores B de los residuos de
la cadena principal A de la AS-Src (PDB: 7PVV).

La figura 4.37 muestra las interacciones en el lazo n-Src en el dominio Abl-SH3
nativo y en la quimera AS-Src. El lazo n-Src muestra una conformacion mas extendida
en la quimera y como consecuencia se observa una redistribucion de los puentes de
hidrégeno que establecen los residuos del lazo. Por ejemplo, la Asn96 (OD1) forma un
puente de hidrogeno con el Glul01 (N), que en el caso del dominio nativo se establece
con el Gly92(0). De todas las mutaciones introducidas, la mutacion Asn94Thr es la que
parece tener un mayor impacto en la distribucion de enlaces de este lazo. Este residuo
establece un gran numero de puentes de hidrégeno con otros aminoacidos en el dominio

nativo, mientras que en AS-Src no observamos dicha red de interacciones.

147



Figura 4.37. Representacion grafica de la distribucion de enlaces de hidrogeno en el lazo n-Src de los
dominios AS-Src (azul) (PDB: 7PVV) y AbI-SH3 (cian claro) (PDB: 4JJC). Las interacciones y las
moléculas de agua se representan en amarillo y rojo, respectivamente.

Hemos comparado el lazo distal de la quimera con la de la estructura nativa, donde
se encuentran los residuos que estan implicados en el estado de transicidon del proceso de
nucleacion de la proteina. Se mantiene el puente de hidrogeno entre los aminoacidos
Glu86 (OE2) y Thr104 (OG1) a través de una molécula de agua, la cual también
interacciona con los residuos Ser81 (O) y Asn106 (ND2) (Figura 4.38).

B

Figura 4.38. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 o del sitio de nucleacion de los
dominios (A) AS-Src (azul) y (B) Abl-SH3 (cian claro). Las interacciones y las moléculas de agua se
representan en amarillo y rojo, respectivamente.

4.1.3.6 Estructura de la quimera AS-2X

En la quimera AS-2X los lazos RT y n-Src del dominio AbI-SH3 han sido
reemplazados por los del dominio c-Src-SH3 (V73E-A74S-S975R-G76T-D77E-G92N-
Y93N-N94T-H95E). Se han obtenido las siguientes estructuras de este dominio:
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- Estructura del monomero a pH 6,0. Fue cristalizado en dos grupos espaciales
distintos, aunque ambos cristales se obtuvieron en presencia de sulfato aménico
1,8 M, en tampdn Mes 0,1 M.

- Polimorfo I. Pertenece al grupo espacial tetragonal P41 con parametros
de celdilla unidad, a=b=42,4 A, c=30,4 A, a=B=y=90°, y una sola molécula
en la unidad asimétrica (PDB:7PVR).

- Polimorfo II. Pertenece al grupo espacial ortorrombico P2:22; con
parametros de celdilla unidad a=27,3 A, b=43,4 A, c=94,9 A, a=B=y= 90°,
y dos moléculas en la unidad asimétrica (PDB:7PVQ).

- Estructura del monomero a pH 6,5 en presencia de PEG. Fue cristalizado en
presencia de sulfato amonico 1,8 My 5 % de PEG 200, en tampon Mes 0,1 M.
Los cristales se optimizaron afiadiendo 10% de glicerol y cloruro de litio 40 mM
al agente precipitante. Esta estructura presentaba dos moléculas en la unidad
asimétrica. Los cristales pertenecian también al grupo espacial ortorrombico
P2122, con parametros de celdilla unidad a=27,1 A, b=43,5 A, ¢c=94.6 A, a=p=y=
90° (PDB:7PVS). La tabla 7 del Apéndice 3 muestra las estadisticas de estas

estructuras.

La comparacion de las cadenas A y B en aquellas estructuras que presentan dos
cadenas en la unidad asimétrica, 7PVQ y 7PVS, demuestra que ambas cadenas son muy

similares ya que los RMSD obtenidos para las cadenas principales son menores de 0,3 A

(0,16 A para 7PVQ y 0,26 A para 7PVS) (Figura 4.39).
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Figura 4.39. RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro) y laterales (rojo) de la cadena A 'y
B presentes en la unidad asimétrica de la quimera AS-2X a (A) pH6,0 (PDB:7PVQ) y (B) pH6,5 (PDB:
7PVS). Superposicion de las cadenas A y B presentes en la unidad asimétrica de la quimera AS-2X en (C)
pH6,0 (PDB:7PVQ): cadena A, verde y B, amarilla, y (D) pH6,5 (PDB: 7PVS): cadena A, azul, y B, salmén.

También se ha llevado a cabo la comparacion de cada una de las estructuras de la
quimera AS-2X con el dominio Abl-SH3. Los valores de RMSD obtenidos para las
cadenas principales son muy similares entre las estructuras tal como puede verse en la
figura 4.40, y las mayores diferencias aparecen en los lazos RT y n-Src, que son los lazos
mutados. Ademas, estos lazos presentan una gran flexibilidad tal y como demuestran sus

valores de factor B (Figura 4.40 H).
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Figura 4.40. (A) RMSD obtenido al superponer la cadena principal (negro y/o azul) y laterales (rojo y/o
verde) de la cadena A del dominio nativo (PDB: 4JJC) con las cadenas A y/o B presentes en la unidad
asimétrica de la quimera AS-2X (A) PDB: 7PVR (0,60 A), (B) PDB: 7PVQ (0,67 A para Ay B) y (C)
PDB: 7PVS (0,70 A, para A y 0,66 A para B). Superposicion de las cadenas presentes en la unidad
asimétrica de cada una de las estructuras de AS-2X con la del dominio Abl-SH3 (cian claro) (D) 7PVR
(violeta), (E) 7PVQ: cadena A, verde y B, amarillo y (F) 7PVS: cadena A, azul, y B, salmén. (G)
Superposicion de todas las cadenas de la quimera AS-2X al dominio nativo (con el mismo mapa de colores).
(H) Factores B de los residuos de la cadena principal de las cadenas A de las estructuras de la AS-2X, 7PVR
(violeta), 7PVQ (verde) y 7PVS (azul).

La figura 4.41 muestra las diferencias en la distribucion de enlaces de hidrégeno en
el lazo RT para las tres estructuras de la AS-2X y la Abl-SH3. Hay que destacar que en
las estructuras 7PVR y 7PVS la Ser81 presenta una doble conformacién. En 7PVS los
residuos Ser74, Arg75 y Thr76 forman parte de la interfaz entre las cadenas A y B de la
estructura en la que también interviene una molécula de PEG. Ademas, los residuos
Thr76a, Asn96g y Glu98p interaccionan con la molécula de PEG a través de una molécula

de agua (Figura 4.41 E).
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Figura 4.41. Representacion grafica de la distribucion de enlaces de hidrogeno en los residuos mutados del
lazo RT de los dominios (A) Abl-SH3 (cian claro) (PDB: 4JJC) y AS-2X (B) PDB:7PVQ (verde), (C)
PDB:7PVR (morado), (D) 7PVS (azul). (E) Interfaz entre las cadenas A (azul) y B (salmén) de 7PVS a
través del lazo RT. Las interacciones y las moléculas de agua se representan en amarillo y rojo,
respectivamente.

La figura 4.42 muestran las interacciones en el lazo n-Src, donde se aprecia los

cambios de interacciones entre los residuos de este lazo en las estructuras de la quimera.
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Figura 4.42. Representacion grafica de la distribucion de enlaces de hidrogeno en los residuos mutados del
lazo n-Src de los dominios (A) Abl-SH3 (cian claro) (PDB: 4JJC) y AS-2X (B) PDB:7PVQ (verde), (C)
PDB:7PVR (morado) y (D) PDB: 7PVS (azul). Las interacciones y las moléculas de agua se representan
en amarillo y rojo, respectivamente.

El sitio de nucleacion en las estructuras del dominio AS-2X no presenta grandes
cambios respecto del dominio nativo. Hay que destacar que, en las estructuras con dos
moléculas en la unidad asimétrica, 7PVQ y 7PVS, la Lys105 (NZ) establece un puente

salino con Glu86 (OE2) que no se observa en el dominio nativo (Figura 4.43).
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Figura 4.43. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc contorneado a 1,5 o del sitio de nucleacion de los
dominios (A) Abl-SH3 (cian claro) y AS-2X (B) PDB:7PVQ (verde), (C) PDB:7PVR (morado) y (D) PDB:
7PVS (azul). Las interacciones y las moléculas de agua se representan en amarillo y rojo, respectivamente.

4.1.4 Estudios para caracterizar la formacion de fibras amiloides en las quimeras
Src-Abl y Abl-Src

Con frecuencia la formacion de oligobmeros entrecruzados estd vinculada a la
formacion también de fibras amiloides. Para determinar la formacion de fibras amiloides
en las quimeras objeto de estudio en esta tesis, se llevo a cabo un cribado de las posibles
condiciones. Se partieron de las condiciones determinadas en estudios previos (Bacarizo

et al.,2014), y por ello se ensayaron:
- Temperatura: 25y 37 °C.
- Fuerza i6nica: NaCl, 0,1 My 0,5 M.

- pH: 5,0 acido acético/acetato sodico 50 mM; 7,0 fosfato monosodico/fosfato

disédico 50 mM; 9,5 carbonato sddico/ acido carbonico 50 mM (para las quimeras
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Abl-Src); 12,0 fosfato trisodico/hidréxido sédico 50 mM (para las quimeras Src-
Abl).

Las muestras se incubaron en un agitador orbital termostatizado con una velocidad
de 400 rpm. Los resultados obtenidos se muestran de forma resumida en las tablas 4.10 y
4.11. La figura 4.44 muestran la caracterizacion mediante colorantes de la formacion de
fibras amiloides en la SA-RT.

Tabla 4.10. Representacion esquematica del cribado y condiciones de formacion de las fibras amiloides
en los dominios quimera a 25 °C.

[NaCl]
1
o 0, 0,5
pH 5,0 7,0 9,5/12,5 5,0 7,0 9,5/12,5

[Proteina]

(mg/mL)

Azul: resultado negativo en la formacion de fibras amiloides
Verde: resultado positivo en la formacion de fibras amiloides
Naranja: resultado positivo con precipitado en suspension
Rojo: muestras precipitadas

Tabla 4.11. Representacion esquematica del cribado y condiciones de formacion de las fibras amiloides
en los dominios quimera a 37 °C.

NaCl
[ (IE\l/I) ] 0.1 0,5
pH 5.0 7.0 9.5/12.5 5.0 7.0 9.5/12.5

[Proteina]
(mg/mL)

« El estudio de formacion de amiloides en AS-2X a 37 °C no se ha llevado a cabo debido a la Tr, de esta
quimera, cercana a 37 °C (Tabla 4.2).

Azul: resultado negativo en la formacién de fibras amiloides

Verde: resultado positivo en la formacion de fibras amiloides

Naranja: resultado positivo con precipitado en suspension

Rojo: muestras precipitadas
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Figura 4.44. Caracterizacion de los amiloides de la quimera SA-RT a 10 mg/mL incubados en tampon acido
acético/acetato sodico 50 mM, NaCl 0,1 M pH 5,0 a 25 °C. (A) Espectro de absorbancia de la proteina
nativa (linea discontinua) y de la muestra de amiloide (linea continua) en presencia de RC 20 uM. (B)
Espectro de emision de fluorescencia de la proteina nativa (linea discontinua) y de la muestra de amiloide
(linea continua) en presencia de ThT 10 pM. (C) Espectro de emision de fluorescencia de la proteina nativa
(linea discontinua) y de la muestra de amiloide (linea continua) en presencia de ANS 200 uM.

También se ha estudiado la cinética de formacion de fibras amiloides para las
quimeras SA-RT y SA-2X en presencia de NaCl 0,1 M en los tampones acido
acético/acetato sodico 50 mM, pH 5,0 y fosfato monosodico/fosfato disoédico 50 mM, pH
7,0 a 25 °C y 37 °C. Para ello se midi6 el cambio en la intensidad de fluorescencia en

presencia de ThT hasta que se alcanzo6 un valor estable de la intensidad de fluorescencia

(Figura 4.45).

156



-g100- o @ 000 A .g100- o © °
c c
8 gol ] 8 gol ° ]
@ °o ) @ o °
S eof o 1 S 6o o .
@ o @
o 40} 0068 J T 40} o J
; 5 8 | °
o0Q0

D 20} o8 ] 2 20}, ;
o Q c o
[} o8 Qo o
€ 0} 8o 4 t 0p -

0 250 500 750 1000 1250 1500 0 5000 10000 15000

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 4.45. Cinética de formacion de las fibras amiloides seguida mediante el aumento en la intensidad de
fluorescencia de la ThT en las proteinas (A) SA-RT a 37 °C a pH 5,0 (negro) y pH 7,0 (rojo) y (B) SA-2X
apH 5,0y 25°C.

4.2 Discusion

En el afio 2021 hemos sido testigo de una gran revolucion en la biologia estructural
con el desarrollo de Alpha Fold 2 (Jumper ef al., 2021). Desde los trabajos pioneros de
Anfinsen en los afios sesenta, uno de los objetivos principales de los cientificos durante
mas de medio siglo ha sido poder predecir la estructura tridimensional de las proteinas a
partir de la secuencia (Dill et al., 2008; Anfinsen, 1973). Sin embargo, una cuestion por
determinar es coOmo encaja en este proceso de prediccion de las estructuras
tridimensionales aquellas que ademas del plegamiento reconocido funcionalmente
presenta otros plegamientos alternativos. Un ejemplo de estos es la formacion de fibras
amiloides. Su relacion con multiples enfermedades, entre ellas numerosas enfermedades
neurodegenerativas, las ha convertido en el objeto de numerosos estudios. Otro ejemplo
de plegamiento alternativo es el entrecruzamiento de dominios (3D-DS), el cual se ha
relacionado en numerosas ocasiones con la formacion de amiloides. Ambos procesos
requieren de una desestabilizacion inicial de la proteina, por lo que se piensa que los pasos
iniciales que dan lugar a la amiloidogénesis podrian ser comunes a la formacion del 3D-

DS (Liu & Eisenberg, 2002; Ding et al., 2006; Bennet et al., 2006; Van der Wel, 2012).

En el desarrollo de este trabajo, nuestro principal objetivo ha sido el estudio de
procesos de los plegamientos alternativos mencionados y la relacion entre ellos. Para
llevar a cabo dichos anélisis hemos usado el dominio SH3 de las c-Scr tirosina quinasa.
Hasta la fecha, este es el inico dominio SH3 donde han sido descritos tanto la formacion

de fibras amiloides como el entrecruzamiento de dominios. Tal como ya hemos descrito
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a lo largo de esta Tesis, este dominio presenta la peculiaridad de formar dimeros
entrecruzados y fibras amiloides (Camara-Artigas et al., 2009; Bacarizo et al., 2014).
Durante afios el foco de las investigaciones de los oligomeros entrecruzados se ha puesto
en la composicion del lazo bisagra. Por ello, para esclarecer el efecto que tienen los lazos
en la formacion de oligdbmeros entrecruzados, hemos construido una serie de proteinas
quimeras en las que los lazos RT y n-Src han sido intercambiados entre los dominios SH3
de las proteinas c-Src y Abl, obteniendo quimeras Src-Abl y Abl-Src. Hemos
seleccionado el dominio SH3 de la Abl tirosina quinasa porque estos dominios comparten
una similitud de secuencia relativamente baja, del 47%, y las diferencias mas notables se
localizan en los lazos del dominio. Las diferencias en los lazos RT y n-Src controlan la
especificidad frente a la uniéon de MRPs entre estos dos dominios. Adicionalmente, por
el momento, ninguno de estos procesos de plegamiento alternativo ha sido descrito para
el dominio Abl SH3, ni en nuestra experiencia trabajando con ¢l durante mas de 15 afios
(Pisabarro et al., 1998; Filimonov et al., 1999; Palencia et al., 2004; Nagar et al., 2006;
Corbi-Verges et al., 2013).

Nuestro interés en este tipo de quimeras es ain mayor teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacion con un mutante de la quimera SA-2X, en la cual el residuo GIn128 estaba
sustituido por arginina. Este residuo estaba presente en la secuencia del vector
proporcionado por el Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de Granada y
durante varios trabajos de investigacion se ha trabajado con mutaciones realizadas sobre
este mutante. Por ello, en estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion
nos centramos en cual era el efecto de esta mutacion sobre la estabilidad del dominio c-
Src SH3. Estos estudios demostraron que esta mutacidon estabiliza notablemente el
dominio Src-SH3, el cual en determinadas circunstancias es muy propenso a formar fibras
amiloides (Bacarizo et al., 2014). Adicionalmente, resultados previos demostraron que la
quimera SA-2X-Q128R formaba un dimero entrecruzado en donde ambos lazos, RT y n-
Src, actuaban como lazo bisagra (Camara-Artigas et al., 2014). Debido a la baja
homologia secuencial de estos lazos en el dominio Abl-SH3, este resultado ponia en
cuestion cual era realmente el papel de los lazos bisagra y si la secuencia de estos eran
los unicos responsables de la apertura del dominio para formar los oligdmeros

entrecruzados.
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Por ello, en esta tesis nos hemos propuesto ampliar estos estudios para dilucidar si el
3D-DS que se produce en el dominio c-Src-SH3 es atribuible al lazo bisagra o existen
otros aspectos determinantes a tener en cuenta. Para ello, hemos realizado un estudio de
las propiedades biofisicas y estructurales de las quimeras del dominio Src y Abl-SH3 en
los que se han intercambiado estos lazos. Estos estudios son complementarios de los
realizados en la Tesis de la Doctora Marina Plaza-Garrido en el que se estudiaron las
quimeras producidas por el intercambio de los lazos RT y n-Src entre los dominios c-Src
y Fyn SH3, y los resultados se han analizado y discutido teniendo en cuenta especialmente
estos resultados previos (Plaza-Garrido, 2021). Todos estos estudios estan enmarcados en
el desarrollo del proyecto de investigacion BIO2016-78020-R Estudios cristalograficos

de plegamientos anomalos de proteinas.

4.2.1 Efecto en la estabilidad de las quimeras de la sustitucion de los lazos RT y Src

Hemos realizado una caracterizacion de las propiedades biofisicas de las quimeras
objeto de estudio para ver el efecto del intercambio de los lazos RT y n-Src en la
estabilidad y oligomerizacion de las mismas. En estos estudios hemos determinado la
estabilidad térmica y quimica en funcién del pH y de la presencia de agentes caotropicos

como el GdnHCI.

Antes de afrontar estos estudios hemos medido como las mutaciones presentes en los
lazos afectan a la solubilidad de las proteinas quimeras de estos dominios SH3, ya que
los procesos de oligomerizacion pueden ser dependientes de la concentracion de la
proteina, tal como fue demostrado previamente para el dominio c-Src SH3 nativo
(Bacarizo et al., 2014). Los experimentos se llevaron a cabo a dos pHs: &cido
acético/acetato sodico 50 mM a pH 5,0 y fosfato sdodico monobasico/ fosfato sodico
dibasico 50 mM a pH 7,0. En el caso de las quimeras Abl-Src se produce una notable
disminucion de la solubilidad a pH 5,0, que es menor del 50% de la solubilidad a pH 7,0.
Esta menor solubilidad puede estar asociada a su menor estabilidad frente al pH cuyo
intervalo de estabilidad comprende el rango de pH 5,5-8,5, que es menor que el de las
quimeras Src-Abl que presentan un mayor rango de estabilidad frente al pH, de 5,0-10,0.
En las quimeras Abl-Src es muy notable la disminucion de la solubilidad de la quimera
AS-2X. En el caso de las quimeras Src-Abl presentan una solubilidad parecida tanto a pH
5,0 como 7,0, aunque es de destacar la baja solubilidad de la quimera SA-Src tanto a pH

acido como neutro. En esta, debemos considerar la mutacion Glul 15His, que afecta al
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punto isoeléctrico de la proteina. De esta forma el punto isoeléctrico calculado para la
proteina nativa Src-SH3 es 4,50 que cambia a 4,96 en el caso de la quimera SA-Src, con
lo que es de esperar un minimo de solubilidad cuando el pH de la disolucion coincida con
el punto isoeléctrico. Sin embargo, a pH 7,0 la solubilidad de esta quimera es también
inusualmente baja, por lo que no se puede descartar que la introduccion de un residuo
aromatico en el lazo, Asnl113Tyr, pueda afectar también a la solubilidad de la proteina.
En este caso la tirosina introducida en el lazo n-Src forma un cluster hidrofébico con los
residuos Phe86, Ile110 y Trp119 que podria afectar a la solubilidad de la proteina (siendo
el valor de ASA promedio de la Tyr113 de 30,5 A?). Este cluster no esta presente en las
estructuras disponibles de la quimera SA-2X, donde est4 presente también, este residuo
esta expuesto al solvente (siendo el valor de ASA de la Tyr113 42,5 A2 para el complejo

y 47,0 A? para el dimero entrecruzado).

A pesar de los cambios notables en solubilidad, el intercambio de los lazos no parece
afectar a la estabilidad en funcién del pH, ya que todas las quimeras presentan un intervalo
de estabilidad similar. En el caso de las quimeras Src-Abl esta es ademas similar al
medido del dominio c-Src-SH3, incluidos los pKas aparentes determinados para las
transiciones en la zona acida y basica (Plaza-Garrido et al., 2020). El célculo de los pKas
aparentes individuales a partir de las estructuras determinadas con el servidor de Rosetta,
Rosie (https://rosie.graylab.jhu.edu/), estan recogidos en la Tabla 4.12. Es de destacar el
valor inusualmente bajo en el pKa calculado para el residuo Asp99 en algunas de las
estructuras de las quimeras Src-Abl. Es especialmente notorio la variacion del pK. de este
residuo en la estructura de la quimera SA-Src, la cual ha cristalizado con ocho moléculas
en la unidad asimétrica y el pKa de este residuo varia desde 1,0 hasta 3,6. Existe una
correlacion entre la superficie expuesta al solvente del residuo y el pKa calculado. Este
residuo juega un papel clave en la interacciéon con los MRPs, ya que forma un puente
salino con el residuo de carga positiva que flanquea la secuencia canonica PxxP (Bacarizo
& Céamara-Artigas, 2013). La union de los MRPs produce un cambio conformacional en
estos dominios para maximizar el empaquetamiento de la secuencia candnica de union
PxxP en los bolsillos hidrofobicos sobre la superficie del dominio SH3 y se observa un
acercamiento entre los lazos RT y n-Src (Bacarizo & Céamara-Artigas, 2013). En las
estructuras del dominio libre en las que el pKa del residuo Asp99 es inusualmente bajo,
su cadena lateral se encuentra totalmente enterrada en el interior del lazo RT formando

varios puentes de hidrogeno con los residuos del lazo y su forma desprotonada puede
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justificarse ya que favoreceria una conformacion mas compacta (Kilambi & Gray, 2012;

Salinas-Garcia et al., 2021).

Tabla 4.12. Valores de pK, aparente de los grupos ionizables calculado con Rosetta. En negrita se
muestran los residuos con pK, inusualmente bajo y los no modelados se representan como SM.

Proteina SA-Sre
7PW0
Residuo A B C D E F G H
TYR90 9,8 9,8 10,0 9,8 9,4 9,8 9,3 9,8
ASP91 1,7 3,3 2.4 2,8 3,1 3,0 1,0 1,0
TYR92 11,1 10,4 10,3 10,2 10,2 10,3 10,4 10,4
GLU93 43 3,9 4,3 43 3,6 42 3,8 3,4
GLU97 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4 4,7
ASP99 1,0 1,0 3,1 2,6 3,5 1,0 3,6 3,1
LYS103 10,4 10,7 10,4 10,4 10,6 10,8 10,4 10,6
LYS104 10,7 10,7 10,5 10,6 10,6 10,7 10,6 10,7
GLU106 3,7 3,7 3,9 3,9 3,2 1,0 3,2 3,2
TYRI113 9,8 9,9 9,8 9,6 9,9 8,4 9,7 9,7
HIS115 6,4 6,7 6,4 6,4 6,5 6,2 6,5 6,5
ASP117 3,7 43 3,7 3,7 4,6 3,8 4,0 3,8
HIS122 6,4 6,5 6,3 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
TYRI131 9,8 9,9 9,8 9,8 9,6 9,7 9,8 9,4
TYRI136 9,9 9,9 9,8 10,5 8,8 9,8 8,9 9,7
ASP141 SM SM SM SM 3,8 SM 3,7 SM

También aplicamos el calculo del pKa. aparente con el servidor Rosetta para el
dominio Abl-SH3 y las quimeras Abl-Src. En la tabla 4.13 se muestran los valores del
pKa aparente calculados y el cédigo PDB de las estructuras usadas para este célculo.
Nuestros resultados muestran que en la region acida las quimeras AS-Src y AS-2X
muestran un pK, de ~4,4, mientras que la AS-RT muestra un pK, ligeramente superior.
La presencia de la His95 en la quimera AS-RT, que presenta un pK, aparente de 6,7,
podria contribuir al mayor valor del pK, aparente obtenido para esta quimera. En la region
basica las quimeras AS-RT y AS-2X muestran un pK. aparente entorno a ~9,4, mientras

el pKa de la AS-Src es ligeramente superior, de 9,7.
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Tabla 4.13. Valores de pK, aparente de los grupos ionizables calculado con Rosetta.

ABLWT AS-RT AS-Src AS-2X
Residuo 4JJC Residuo 7PW2  Residuo TPVV Residuo 7PVR 7PVQ TPVS
A/B A/B
TYR70 9,9 TYR70 9,8 TYR70 9,8 TYR70 9,8 9,8/9,8 9,8/9,8
ASP71 32 ASP71 3,3 ASP71 3,2 ASP71 3,3 3,3/3,2 3,2/3,2
VAL73 - GLU73 3,5 VAL73 - GLU73 4,1 4,6/4,6 4,8/5,0
ASP77 3,7 GLU77 4,5 ASP77 3,8 GLU77 4,6 4,6/4,6 4,4/4,5
LYS84 10,5 LYS84 10,6 LYS84 10,5 LYS84 10,5 10,5/10,5 10,6/10,6
GLUS86 4,1 GLUS86 3,9 GLUS86 4,1 GLUS86 3,9 3,5/3,1 3,8/4,1
LYS87 12,0 LYS87 10,3 LYS87 10,2 LYS87 10,3 10,2/10,2 10,3/10,3
TYR93 9,8 TYR93 9,7 ASN93 - ASN93 - - -
HIS95 6,7 HIS95 6,7 GLU95 4,5 GLU95 4,5 4,4/4.4 4,5/4,4
GLU98 43 GLU98 4.4 GLU98 43 GLU98 4.4 4,4/4,4 3,1/2,9
GLU101 4.4 GLU101 42 GLU101 3,7 GLU101 3,8 4,1/3,5 4,2/4,6
LYS105 10,4 LYS105 10,4 LYS105 10,5 LYS105 10,4 9,3/10,9  10,4/10,5
TYRI115 9,8 TYRI115 9,8 TYRI115 9,8 TYRI115 9,8 9,8/9,8 8,8/11,0

En cuanto a la desnaturalizacion con agentes quimicos el comportamiento de las
quimeras Src-Abl frente a la modificacion de los lazos es aparentemente la contraria a la
que presentan las quimeras Abl-Src. A pH 5,0 la introduccién del lazo RT en las primeras
parece producir una estabilizacion respecto el dominio nativo, que es mas notable en la
quimera SA-2X. Mientras que, cuando solo se intercambia el lazo n-Src, este parece
provocar cierta desestabilizacion. A pH neutro el intercambio de los lazos RT y n-Src del
dominio c-Src-SH3 por aquellos presentes en el dominio Abl-SH3 practicamente no
producen un cambio muy significativo de la estabilidad de las tres quimeras, que a su vez
parecen ser mas estables que la proteina nativa (Plaza-Garrido ef al., 2020). Sin embargo,
en las quimeras Abl-Src el efecto al introducir los lazos RT y n-Src del dominio c-Src

SH3 si produce una desestabilizacion muy notable.

Los resultados de la desnaturalizacion térmica de las quimeras Src-Abl muestran que, a
los pHs ensayados, no hay diferencias significativas con la proteina nativa. De nuevo en
el caso de las quimeras Abl-Src el efecto del intercambio de los lazos es mas notable. En
este caso se produce una disminucion de la estabilidad, siendo la quimera del lazo RT
mas estable que aquella en la que se introduce el lazo n-Src. Este resultado se obtiene
tanto en las desnaturalizaciones por agentes quimicos como por la temperatura y a ambos
pHs ensayados. Ello puede indicar que es el lazo n-Src de la c-Src-SH3, que actia como
bisagra en los dimeros entrecruzados, el que produce mayores cambios conformacionales
y que estos afectan considerablemente a la estabilidad del dominio Abl-SH3. Este efecto

se acentia cuando el lazo RT de la c-Src-SH3 esta también presente.
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4.2.2 ;Esta la apertura de los protdmeros condicionada por la secuencia del lazo?

La dispersion dindmica de la luz (DLS) es una técnica que permite una determinacion
rapida y no destructiva del estado de oligomerizacion de las proteinas. Ello nos ha
permitido comprobar que las quimeras Src-Abl, al igual que la proteina nativa, forma
dimeros a pH 5,0, y la oligomerizacién se ve favorecida por la presencia de PEG 300
(Bacarizo et al., 2014; Camara-Artigas et al., 2014). Mientras, a pH neutro, el Ry obtenido
corresponde a mondémero, incluso en presencia de PEG. La confirmacién de la formacion
de dimeros entrecruzados nos la proporciona las estructuras cristalograficas de las
quimeras SA-RT y SA-2X. No ha sido posible obtener la estructura del dimero SA-Src,
si bien es cierto que esta proteina ha sido mas dificil de cristalizar debido a su menor
solubilidad tanto a pH 4acido como neutro. Aunque se observa un aumento del radio
hidrodinamico, no se alcanza los valores de los dimeros obtenidos de la proteina nativa y

las otras quimeras que si se han obtenido en la forma dimérica entrecruzada.

En general, las estructuras de los dimeros entrecruzados del dominio c-Src-SH3 se
han obtenido a partir de la proteina cristalizada a pHs acidos, mientras que el dimero del
mutante v-Src-W95T-196T (7NET) se obtuvo a pH 6,5. En este ultimo el Aspl17 esta
sustituido por Asnl17 lo que evita la repulsion entre las cargas del aspartato ionizado.
Ello explica por qué se ve favorecido la formaciéon del dimero a pH acido y no a pHs
donde se espera que el aspartato esté ionizado (Camara-Artigas et al., 2009; Bacarizo et
al., 2014; Camara-Artigas et al., 2014; Plaza-Garrido et al., 2020). En el dimero de la
quimera SA-RT, la orientacion relativa de las moléculas de protdmero abierto es distinta
a la que se ha obtenido para las estructuras previas del dimero entrecruzado. Aunque los
cristales de esta se han obtenido también a pH 5,0, los tinicos aminoacidos ionizables que
estan a una distancia en la que puedan interaccionar son la His122 y GIlu97. La estabilidad
de estas quimeras frente al pH muestra que a valores menores de 5,0 la proteina pierde
estabilidad y empieza a desplegarse. Luego el potencial puente salino formado por el par
His122-Glu97 podria tener un papel en la estabilidad de la proteina frente al pH y en la
formacion del dimero. Desafortunadamente, la cadena lateral del residuo Glu97 no se ha
podido modelar adecuadamente por falta de densidad electrénica en los mapas de

diferencia electronica.

Otra peculiaridad del dimero entrecruzado de la quimera SA-RT es la ausencia de

una molécula de PEG en la interfaz de dimero. En las estructuras de los dimeros
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entrecruzados de la proteina nativa y mutantes de la c-Src la presencia de PEG favorece
la estabilizacion del dimero entrecruzado (Camara-Artigas et al., 2009). Esta molécula
estd ausente en la interfaz del dimero de la quimera SA-RT, a pesar de que los cristales
se obtuvieron en presencia de 5% de PEG 300. La ausencia de la molécula de PEG en la
interfaz fue también una novedad en la estructura del dimero de la SA-2X-QI128R,
confirmada en la estructura de la SA-2X obtenida en esta Tesis. Esta quimera presenta
también la peculiaridad de sufrir la apertura a través de ambos lazos intercambiados, por

lo que la topologia del dimero entrecruzado es de nuevo distinta.

Las medidas de DLS de las quimeras Abl-Src, demuestran que las quimeras AS-RT
y AS-Src son mondémeros a pH 7,0. Debido a la menor solubilidad de estas quimeras, no
ha sido posible realizar todas las medidas a los dos pHs y concentraciones seleccionadas.
La quimera AS-Src es la unica cuyo valor de solubilidad ha permitido determinar su Ry a
pH 5,0, y el valor de 1,9 nm obtenido para el radio hidrodindmico sugiere que es un
monodmero a este pH, si bien la concentracion alcanzada en la disolucidon puede no ser la
adecuada, tal como ocurre para formar los dimeros del dominio c-Src. En presencia de 5
% de PEG 300 las quimeras Abl-Src son mas solubles, lo que ha permitido determinar el
RnapH 7,0 de las tres variantes a 5 mg/mL de concentracion. En todos los casos se obtuvo
un radio que sugiere que la proteina tiende a dimerizar en presencia del PEG. EI mismo
resultado se ha obtenido a pH 5,0 para las quimeras AS-RT y AS-Src en presencia de 5%
de PEG 300 (Ry~2,2 nm). La menor solubilidad de la quimera AS-2X no ha permitido su

medida.

Aunque los valores obtenidos de radio hidrodinamico sugieren que las quimeras Abl-
Src también podrian dimerizar formando entrecruzamiento de dominios, este resultado
no ha sido corroborado mediante las estructuras obtenidas. Incluso en el caso de la
quimera AS-2X, obtenida en presencia de PEG a pH 6,5 (PDB: 7PVS) con dos moléculas
en la unidad asimétrica, lo que se ha modelado son dos moléculas del dominio SH3 en su
forma monomérica. El analisis de esta estructura con el servidor PISA (Krissinel, 2011)
detecta la formacion de un dimero estable en la unidad asimétrica con un AGin'= -49.4
kcal/M y una superficie enterrada en su formacion de 2130 A. Luego es posible que la
proteina forme dimeros estables en disolucion sin que sea necesariamente un caso de 3D-

DS.

! AGin, indica la ganancia de energia libre de solvatacion en la formacion del oligomero
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En todos los casos, aunque las medidas en disolucion apunten a la formacion de
dimeros, son precisamente las estructuras tridimensionales las que confirman la
presencia, o no, del fenomeno del 3D-DS. Se considera un verdadero entrecruzamiento
entre dominios cuando existe evidencia estructural tanto de la forma monomérica como

del oligdmero entrecruzado (Bennet et al., 1995; Liu & Eisenberg, 2002).

4.2.3 ;Qué demuestran las estructuras acerca del papel del lazo bisagra?

Uno de los determinantes clave para que se produzca el entrecruzamiento de
dominios es el cambio conformacional del lazo bisagra y por ello su papel en el 3D-DS
ha sido ampliamente estudiado. En general, es el unico elemento que cambia
significativamente de conformaciéon cuando se produce este tipo de oligomerizacion. En
su apertura, estos lazos bisagra suelen adoptar una estructura de hebra 3, que se suele
estabilizar mediante la formacion de enlaces de hidrégeno y/o puentes salinos con otros
elementos de estructura secundaria o el propio lazo bisagra de la cadena complementaria.
Tal como se puede observar en las tablas 4.8 y 4.9 esto no se cumple para las quimeras
estudiadas en este trabajo. Ademas, en el caso de la quimera SA-2X se forma una corta
hélice entre los residuos del lazo bisagra (Gly112-Gly116) (Figura 4.27). Esta quimera a
su vez presenta otra peculiaridad, que es la apertura simultanea de los dos lazos insertados
de la Abl. Un requisito para la apertura de estos lazos es que presenten una alta
flexibilidad. Esta es una propiedad que se suele reflejar en las estructuras cristalinas en
valores de factores B altos o bien la imposibilidad de modelar los residuos. En los
dominios SH3 es comun encontrar una alta flexibilidad en los lazos RT y n-Src dado su

papel en la unién de MRP (Plaza-Garrido et al., 2020).

Es habitual encontrar en la bibliografia estudios sobre 3D-DS donde se estudian
factores como la longitud y flexibilidad de los lazos bisagra, asi como las inserciones,
deleciones o mutaciones de determinados residuos que pueden favorecer la apertura del
lazo (Bennet, et al., 2006; Rousseau et al., 2012; Camara-Artigas, 2016). En la mayoria
de los casos, para realizar estos estudios se partia de proteinas de las cuales la formacion
de dimeros entrecruzados habia sido descrita previamente. Un ejemplo es la proteina
Sucl, la cual al sustituir los residuos de prolina del lazo bisagra por alanina era capaz de
formar trimeros y oligdbmeros de mayor orden, efecto que se acentuaba cuando estas
prolinas eran sustituidas por glicinas (Rousseau ef al., 2001; Rousseau et al., 2012). Otros

estudios llevados a cabo por Nagao y colaboradores con la mioglobina se centraron en
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mutaciones puntuales en los lazos bisagra y demostraron que las mutaciones Gly80Ala y
Gly81Ala originaban una estabilizacion del dimero entrecruzado. Adicionalmente,
observaron que un aumento en la propension helicoidal del residuo 80 originaba un
aumento en la tendencia a formar 3D-DS (Nagao et al., 2020). En nuestro caso, la
introduccion del lazo n-Src de la Abl en la quimera SA-2X produce la formacion de una
corta hélice en los residuos insertados y estabiliza notablemente la formacion del dimero
entrecruzado. Un factor indicador de ello puede ser que a pesar de todos los intentos
realizados para obtener la estructura de la forma monomérica solo ha sido posible
obtenerla en complejo con un péptido de alta afinidad, el VSL12 (PDB:7PVX). En
estudios previos, nuestro grupo demostrd que la presencia de estos péptidos podia
desplazar el equilibrio de formacion del oligdmero a la formacion del complejo (Bacarizo

& Céamara-Artigas, 2013)

No es la primera vez que en la bibliografia se describe una proteina que forme
oligbmeros entrecruzados por medio de dos lazos bisagra. Este es el caso de la
ribonucleasa A, la cual se ha descrito que forma dimeros y trimeros entrecruzados
mediante el intercambio de la hélice a en el amino-terminal o el intercambio de la hebra
B del carboxilo terminal, si bien no se han descrito oligdmeros entrecruzados en los que
ambos lazos estén abiertos (Crestfield et al., 1962; Liu et al., 1998; Liu et al., 2001; Liu
et al.,2002; Gotte & Libonati, 2004). Es precisamente en esta proteina en la que se ensayo
la insercion de una secuencia amiloidogénica de diez glutaminas justo detras del residuo
111 (el lazo bisagra del intercambio de la hebra carboxilo terminal comprende los
residuos 112-115). El mutante con la insercion de poliglutaminas, al que se le llamo
RNAsa Q10, tuvo como resultado la formacion de fibras amiloides (Sambashivan et al.,
2005). Sin duda muchos de los estudios sobre la composicion de los lazos bisagra también
buscan aclarar la relacion entre 3D-DS y la formacion de amiloides, dada la circunstancia
de la ocurrencia de ambos fendmenos en muchas proteinas. Aunque cuestionado, algunos
autores han propuesto un intercambio abierto fuera de control (runaway domain
swapping) como mecanismo de formacién de fibras amiloides (Bennet et al., 2006). Este
tipo de modelo de agregacion es el sugerido por experimentos cémo los realizados por
Ogihara y colaboradores (Ogihara et al., 2001) los cuales pretendian promover la
formacion de estos dimeros entrecruzados en proteinas de disefio. En concreto, estos
autores partieron de un haz de hélices (coiled-coil) disenado a partir de la hepta-repeticion

con residuos de leucina en las posiciones a y c, al que llamaron coil-Ser. Las tres hélices
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estaban conectadas por dos lazos y la eliminacion de uno de los lazos daba lugar a un
dimero entrecruzado en una de las construcciones, mientras que en la otra construccion
la eliminacién del lazo originaba fibras amiloides mediante la formacion de un oligdmero
entrecruzado abierto que permitia la adicion de protomeros abiertos del haz de hélices de
forma ilimitada. Los experimentos citados son una buena ilustracion de como alterar la
composicion de los lazos no solo pueden favorecer la formacion del dimero entrecruzado,

sino ademas la formacion de amiloides.

Dentro del marco del proyecto de investigacion BIO2016-78020-R Estudios
cristalogradficos de plegamientos anomalos de proteinas se han resuelto mas de 50
estructuras de quimeras de los dominios c-Src, Fyn y Abl en los que se intercambiaron
los lazos RT y n-Src. De las estructuras resueltas de estas quimeras, todo parece indicar
que la secuencia del lazo no es critica para la formacién de las estructuras entrecruzadas.
Asi, los lazos intercambiados del dominio Abl-SH3 sufren la apertura al igual que el lazo
n-Src de la ¢c-Src. Y adicionalmente, los lazos de la c-Src insertados en el dominio Abl,
no producen la apertura del protomero de este dominio. En el caso de las estructuras de
las quimeras de los dominios c-Src y Fyn el resultado es analogo: solo se han obtenido
dimeros entrecruzados del dominio c-Src, mientras que la insercion de los lazos de este
dominio en el dominio Fyn no han favorecido la formacion de las estructuras
entrecruzadas. Esto es aun mas relevante cuando entre estos dominios la homologia de
sus secuencias es del orden del 80%, y en muchos casos los cambios son conservativos.
Estos resultados sugieren que, si bien el lazo bisagra puede desempefiar un papel critico,
no es el tnico determinante de la formacion de dimeros entrecruzados. Por ello, procede
realizar un analisis mas pormenorizado de las estructuras para detectar qué otros
elementos favorecen la formacion de las estructuras entrecruzadas en el dominio c-Src
SH3, es decir, qué factores mas alla de la composicion del lazo, pueden contribuir a la

estabilizacion de los dimeros entrecruzados.

En el capitulo anterior de la version virica de la c-Src, v-Src-SH3, hemos visto como
las mutaciones en los lazos son importantes para la estabilizacion de la estructura
entrecruzada y como la pérdida de un puente salino entre Arg95 y Glull5 parece
desestabilizar la formacion del dimero hasta el punto de que esta proteina es altamente
amiloidogénica. Debido a las grandes dificultades para obtener el domino SH3 con todas
las mutaciones para realizar estudios estructurales, hemos recurrido a un mutante

(GIn128Arg) para poder estabilizar la proteina lo suficiente y asi, poder caracterizarla.
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En esta Tesis hemos obtenidos resultados relevantes en cuanto a la formacion de las
estructuras entrecruzadas que pueden ayudar a aclarar el papel de otros residuos mas alla
del lazo bisagra en la estabilizacion de estas estructuras. En concreto, cabe destacar la
obtencion de la quimera SA-RT, la cual es diferente a las descritas previamente para la
proteina nativa y mutantes puntuales del dominio c-Src-SH3. En esta estructura
entrecruzada, aunque el lazo n-Src sigue actuando de lazo bisagra, no esta presente la
molécula de PEG de baja masa molecular en la interfaz del dimero y la orientacion de las
cadenas del protomero es distinta a la presente en otras estructuras entrecruzadas, tal
como se puede ver en la Figura 4.14. De nuevo, el dimero presenta simetria binaria, tal
como se refleja en que los datos cristalograficos se indexaron inicialmente en un grupo
espacial P6422 en el cual se modelaba una unica molécula del protdmero abierta y el
dimero se generaba por el eje binario de simetria. Sin embargo, esta estructura resultaba
en factores R mas altos de los esperados para la resolucion y calidad de los datos y se
proceso la estructura con los datos indexados en el grupo espacial P64 con dos moléculas
en la unidad asimétrica. En este caso, al obtener tanto la forma entrecruzada como la
monom¢érica de la quimera nos ha sido posible comparar los cambios estructurales
observados en el 3D-DS. Los factores B son utiles para identificar las zonas mas flexibles
de las estructuras al comparar los valores de este parametro en las estructuras del dimero
y mondmero. Cabe destacar que las zonas mas flexibles identificadas a través de este
parametro son el lazo RT y el distal, y sorprendentemente el lazo n-Src muestra valores
de factor B mas bajos en ambas estructuras de la proteina. En concreto es de las pocas
estructuras del dominio c-Src SH3 donde se ha modelado en su totalidad el lazo n-Src con
sus cadenas laterales. En general, en la mayoria de las estructuras de los dimeros
entrecruzados del dominio c-Src obtenidas hasta la fecha son los lazos RT y n-Src los que
muestran una mayor flexibilidad (Camara-Artigas et al., 2009; Bacarizo et al., 2014;
Céamara-Artigas et al., 2014; Plaza-Garrido et al., 2020; Plaza-Garrido, 2021; Salinas-
Garcia et al., 2021). Esto es coherente con lo descrito hasta ahora en bibliografia también
para otros dominios SH3 que sufren 3D-DS. Por ejemplo, el anélisis de los factores B en
el dimero entrecruzado del dominio Eps8-SH3 también muestra mayores valores de este

parametro en el lazo n-Src que es el que actia como lazo bisagra (Kishan ef al., 2001).

4.2.4 ;Hay un papel en el 3D-DS de otros residuos mas alla de los del lazo bisagra?

En el andlisis de los dimeros entrecruzados es comtn encontrar la formacion de algin

enlace exclusivo del dimero que justifica su mayor estabilizacion frente al mondmero, en
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el caso del dimero del dominio Eps8-SH3 son los puentes salinos entre el residuo Glu22
con la Argl8 y la Lys42 (Kishan ef al., 2001). En el caso de los dimeros entrecruzados
del dominio c-Src es el puente salino entre la Arg95 y Glull5 el que parece jugar un
papel clave. Para el dimero SA-RT este papel podrian desempefiarlo los residuos Glu97

e His122 y en el caso de la quimera SA-2X los residuos Lys103 y Asp91.

En estudios previos a esta Tesis se analiz6 el efecto de la mutacion puntual en el
residuo 128 del dominio c-Src-SH3 (Bacarizo et al., 2014). Estos estudios demostraron
que la naturaleza del residuo en esta posicion producia un efecto estabilizador cuando la
glutamina era sustituida por residuos cargados positivamente como arginina y lisina, a la
vez que la mutacion a glutdmico daba lugar a una desestabilizacion. Este residuo se
encuentra en el lazo distal en un entorno en el que el enlace de hidrogeno entre la Ser123
y el Glul06 juegan un papel critico en el estado de transicion del proceso de plegamiento
de la proteina, actuando como sitio de nucleaciéon (Gnanakaran & Garcia, 2003).
Adicionalmente, nuestro grupo de investigacion ha resuelto varias estructuras de
mutantes puntuales del domino ¢-Src SH3 y de su homologo Fyn SH3, algunas de ellas
como parte del proyecto de investigacion bajo cuya financiacion se ha desarrollado esta
Tesis (Plaza-Garrido, 2021). Una curiosidad de estas estructuras cristalograficas,
especialmente las de las formas nativas de los dominios c-Src y Fyn, es que en muchos
casos se presentan con al menos dos moléculas en la unidad asimétrica que corresponden
a dos conformaciones alternativas del lazo distal. Estas conformaciones estan propiciadas
por un reordenamiento distinto de los enlaces de hidrogeno entre residuos del lazo distal
y divergente. Sin embargo, estas diferencias en las conformaciones del lazo distal no estan
presentes en las estructuras de los dimeros entrecruzados en los que las dos cadenas de
protomeros abiertos son superponibles con un bajo valor de RMSD. Esto es aun mas
evidente cuando en las estructuras del dimero entrecruzado, la segunda cadena de

protémero puede ser generada por un eje binario de simetria.

La estructura del monomero de la quimera SA-RT es peculiar ya que presenta una
unica molécula en la unidad asimétrica con una sola conformacion en el lazo distal. Al
compararla con la estructura del dimero entrecruzado de la misma quimera presenta
notables diferencias en la conformacion del lazo distal como puede verse en la Figura
4.10. Hay que senalar que la estructura del dimero fue resuelta a partir de cristales
obtenidos a pH 5,0 y la del mondmero a pH 8,0 y estas diferencias podrian ser atribuidas

a los diferentes pHs. Este efecto del pH en la conformacion del lazo distal puede
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justificarse teniendo en cuenta la implicacion de ciertos residuos ionizables en torno a

este lazo, como por ejemplo el Glul06.

El caso de la estructura monomérica de la quimera SA-Src es totalmente distinto al
de la SA-RT, y se repite el patron observado en otras estructuras con dos conformaciones
del dominio en la unidad asimétrica. En este caso se han modelado hasta ocho cadenas
del dominio SH3 en la unidad asimétrica. Entre los cambios mas remarcables encontrados
en las diferentes moléculas del domino SH3 es de destacar que la cadena lateral del
Glul06 puede modelarse en dos conformaciones distintas, lo que modifica la red de
enlaces de hidrogenos entre los residuos del lazo distal, en concreto con la Ser123. En las
dos conformaciones posibles, el puente de hidrégeno entre el Glul06 del lazo divergente
y la Ser123 del lazo distal se forma directamente o a través de una molécula de agua
(Figura 4.17). Esto ya fue observado por primera vez en estructuras homologas del
dominio Fyn SH3 obtenidas a resolucion atémica y en un amplio rango de pH (3,0-6,0).
En estas estructuras, se modelaba el residuo Glul07 (equivalente al Glul06 de la c-Src)
en dos conformaciones: una correspondia a la posicion habitual, es decir, formando un
enlace de hidrégeno entre las cadenas laterales de los residuos Glul07 y Ser124; en la
segunda la cadena lateral del glutdmico no formaba este enlace de hidrogeno. Cuando
solo se modelaba esta segunda conformacion era posible modelar una molécula de agua
entre las cadenas laterales de la serina y el glutdmico (Figura 4.46). Otros cambios
conformacionales observados en la estructura de la FS-Src-LAH obtenida en un rango de
pHs afectaban a los residuos Aspl00 y Tyr93 de la Fyn-SH3 (equivalentes a Asp99 y
Tyr92 en la c-Src).
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Figura 4.46. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc contorneado a 1.5 ¢ de la distribucion de los puentes de
hidroégeno del Glul07 en sus distintas conformaciones. (A) Estructura obtenida a pH 3,0 (PDB: 7A2W).
(B) Estructura obtenida a pH 5,0 (PDB: 7A2X). En verde se muestran los puentes de hidrégeno asociados
al Glul07A y en naranja los formados por el Glul07g. (C) Estructura obtenida a pH 6,0 (PDB: 7A2Z7)
(Plaza-Garrido, 2021).

Las estructuras de las formas monoméricas de las quimeras AS-RT y AS-Src apuntan
a que la sustitucion de los residuos en los lazos tiene repercusiones en otros residuos que
son criticos en el equilibrio conformacional del dominio SH3 en solucién. Esto puede
estar relacionado con el papel de los lazos intercambiados en la union de MRP ya que las
estructuras a alta resolucion de los complejos del dominio c-Src SH3 con péptidos de alta
afinidad como el APP12 o VSL12 muestran cambios en los lazos RT y n-Src en la unién
que estan correlacionados con las interacciones establecidas por residuos en estos lazos
con residuos flanqueando el motivo candnico PxxP. Este es el caso del Asp99 que forma
un puente salino con la arginina que flanquean el motivo candnico y que propicia la

orientacion de los MRP.

A pesar de las muchas condiciones ensayadas no ha sido posible obtener la forma
monomeérica de la quimera de la c-Src en la que se han intercambiado los dos lazos de la
Abl-SH3, SA-2X. Si ha sido posible obtener el complejo con el péptido de alta afinidad
VSLI12 en la cual se han obtenido dos moléculas del monémero del dominio SH3 unidas

cada una a una molécula del péptido. Estos cristales se obtuvieron en presencia de PEG,
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que en ausencia del péptido promueve la formacion del dimero tal como hemos
determinado mediante las medidas de DLS. Previamente se ha descrito que péptidos de
alta afinidad son capaces de desplazar el equilibrio monémero-dimero entrecruzado hacia
la forma monomérica. En este caso, los enlaces en la interfaz del complejo SA-2X-VSL12
no muestran diferencias significativas respecto al dominio c-Src-SH3-T98E-VSL12
(Bacarizo & Céamara-Artigas, 2013) y comparando el dominio SH3 del complejo con
otros mondmeros libres del dominio SH3 se observan los cambios habituales que existen

entre el dominio libre y unido.

Las quimeras de la Abl en las que se han intercambiado los lazos de la c-Src, AS-RT,
AS-Src y AS-2X, solo se han cristalizado en su forma monomérica. Mientras que las
estructuras de las dos primeras presentan una sola molécula en la unidad asimétrica, la
quimera AS-2X presenta dos moléculas, cuya principal diferencia se puede encontrar en
los lazos n-Src y RT. Al igual que ocurre con los dominios ¢-Src, en el dominio Abl SH3
estos lazos son los que presentan una mayor flexibilidad debido a su papel en la unién de

MRP.

A pesar de la desestabilizacion producida en el dominio Abl-SH3 como consecuencia
de la introduccion de los lazos n-Src y RT de la c-Src-SH3, no se ha propiciado la apertura
del dominio para formar el dimero entrecruzado. Tampoco se ha promovido la formacion
de fibras amiloides, al menos en las condiciones ensayadas. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en las quimeras Abl-Src demuestran que la formacion de 3D-DS en estos
dominios no solo depende de la naturaleza de los lazos presentes en el mismo. Como
evidencia, la introduccion del lazo n-Src de la c-Src-SH3, que actiia como lazo bisagra en
todos los dimeros entrecruzados descritos de este dominio y sus mutantes, no induce a la
formacion de 3D-DS en la quimera AS-Src. Si consideramos los resultados de la quimera
SA-2X en la que la sustitucion del lazo RT y n-Src del domino Abl producia también la
apertura por ambos lazos, todo apunta a un papel marginal de estos lazos en la apertura y
estabilizacion del oligdbmero entrecruzado del dominio c-Src-SH3. Otros estudios
realizados con proteinas que forman 3D-DS apoyan también esta conclusion. Los
llevados a cabo por O’Neill y colaboradores demostraron que una mutacion puntual en el
nucleo hidrofébico del dominio B1 de la proteina L daba lugar a la formacion de un
dimero entrecruzado, evidenciando que el lazo bisagra no era el tnico factor responsable
de este proceso (O’Neill et al., 2001). Mediante simulaciones y analisis computacional

Sirota y colaboradores sugirieron que las mutaciones que provocan una desestabilizacion
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del nucleo hidrofobico del mondémero pueden ser las responsables del 3D-DS, al
disminuir la estabilidad termodindmica del estado monomérico, y con ello la barrera
energética de su desplegamiento (Sirota et al., 2008). En el caso de la proteina sucl las
mutaciones en una de sus ldminas B, que se encontraba alejada del lazo bisagra,
provocaban una alteracion del equilibrio monomero-dimero entrecruzado, si bien los
autores describen que el efecto no era tan notorio como las mutaciones en la region

bisagra (Rousseau et al., 2012).

4.2.5 ;Esta relacionado el 3D-DS con la formacion de amiloides?

Algunos autores sugieren cierta correlacion entre la formacion de 3D-DS y la
propension a oligomerizar dando lugar a fibras amiloides (Schlunegger et al., 1997;
Bennet et al., 2006; Van der Wel, 2012; Camara-Artigas et al., 2016; Mondal & Redy,
2020). En muchos casos el 3D-DS da lugar a la formacion de estructuras entrecruzadas
cerradas, oligdbmeros entrecruzados, cuyos extremos no pueden continuar
oligomerizando. El ejemplo tipico es la primera proteina en la que se describid este
proceso, la RNasa (Liu et al., 1998; Liu et al., 2001; Liu et al., 2002; Gotte & Libonati,
2004). Pero tal como hemos comentado antes, alteraciones en uno de los lazos bisagra de
esta proteina pueden producir la formacion de fibras amiloides, para las cuales se han
propuesto varios modelos (Sambashivan et a/.,2005). En otras proteinas si se ha descrito
la ocurrencia simultanea de ambos procesos de plegamiento alternativo como es el caso
de la cistatina C, cuyas fibras amiloides estan relacionadas con el desarrollo de
enfermedades (Knaus et al., 2001; Janowski et al., 2001; Staniforth ez al., 2001; Liu &
Eisenberg, 2002).

En los ultimos afios la crio-microscopia electronica ha adquirido gran importancia en
el estudio estructural de macromoléculas gracias a que los avances tecnoldgicos han
permitido aumentar los limites de resolucion de las estructuras resueltas (PDB: 6Z9F,
6Z9E.,6Z6U, TA6A, TA6B, Yip et al., 2020). Esta técnica presenta la gran ventaja de no
tener que cristalizar las proteinas para su determinacion estructural, lo que la hace
imprescindible para la determinacion de las estructuras de grandes complejos
supramoleculares o para determinar las de aquellas proteinas reluctantes a cristalizar
como es el caso de las fibras amiloides (Fitzpatrick et al., 2017; Kollmer et al., 2019;
Cendrowska et al., 2020; Li et al., 2021). Atn con la ayuda de la microscopia, el
mecanismo molecular que da lugar a estos agregados atin no esta del todo claro, y es en

este aspecto donde la caracterizacion del proceso de formacién de oligdbmeros
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entrecruzados puede ser clave (Camara-Artigas, 2016; Mondal & Redy, 2019; Mondal &
Redy, 2020).

El dominio c-Src-SH3 es un buen candidato para realizar estudios de la correlacion
entre el 3D-DS y la formacion de amiloides. Antes de resolver la primera estructura
cristalografica de este dominio algunos estudios computacionales proponian la existencia
de dimeros entrecruzados por intercambio entre dos protomeros abiertos del lazo RT
(Ding et al., 2002). Esto fue confirmado experimentalmente por nuestro grupo de
investigacion (Camara-Artigas et al., 2009). En el mismo trabajo de Ding y colaboradores
se proponia la formacion de un protémero abierto en el que el lazo RT también se abria y
daba lugar a un oligdbmero abierto capaz de polimerizar en forma de fibras amiloides. Este
modelo se corresponderia a lo observado en la quimera SA-2X, en la cual se forma un
dimero entrecruzado con los dos lazos intercambiados actuando de lazo bisagra, aunque
en este caso la apertura del lazo RT promueve la formacion de un dimero entrecruzado
estable. Las pruebas de formacion de amiloides en esta quimera han dado resultados
positivos si la concentracion de proteina en la disolucion es los suficientemente alta, es
decir unos 10 mg/mL, la cual coincide con aquellas concentraciones que promueve la
formacion del dimero entrecruzado. En su estudio computacional Ding y colaboradores
concluian que aquellas proteinas que contenian lazos inestables podian ser susceptibles a
agregacion, y que precisamente estos elementos de estructura secundaria inestables
podian constituir los bloques elementales para la construccion de las fibras amiloides.
Durante este proceso de agregacion, los residuos de los aminoacidos en los bloques de
construccion pueden reorientarse para establecer conexiones estables, principalmente
mediante interacciones de enlaces de hidrogeno. Observando las estructuras
cristalograficas obtenidas en esta Tesis, y otras pertenecientes a nuestro grupo de
investigacion, el papel del Asp99 puede ser clave en este proceso. Es precisamente este
residuo, que, por su papel en el proceso de union de MRP, el que sufre un cambio
conformacional mas drastico y como consecuencia un intercambio de los enlaces de
hidrégeno en los que participa su cadena lateral. Este residuo no estd presente en el
dominio Abl SH3 y aunque esta sustituido por una treonina (Thr79), esta no tiene el
potencial de formacioén de enlaces de hidrogeno e interacciones salinas que tiene el
aspartato, y de hecho no participa en la union de MRP en los complejos de este dominio

(Figura 4.47).
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Figura 4.47. Interaccion de (A) VSL12 (VSLARRPLPLP, naranja) con el residuo Asp99 de la c-Src-SH3
(verde oscuro) y (B) P7 (APTYPPPPPP, amarillo) con el residuo Thr79 de la Abl-SH3 (cian). Notese que
este ultimo este residuo no interacciona con ninguno de los residuos de la MRP.

Nuestros estudios demuestran que las quimeras de la Src-Abl, SA-RT y SA-2X
forman amiloides tanto a pH ligeramente acido como neutro. Estas son precisamente las
quimeras que se han cristalizado como dimeros entrecruzados. No se ha detectado la
formacion de fibras amiloides en la quimera SA-Src, que precisamente es la que no hemos
conseguido cristalizar como dimero entrecruzado. Esto en parte puede ser debido a la
menor solubilidad de la quimera, que no se puede solubilizar a concentraciones mayores
de 5 mg/mL, mientras que los amiloides de las otras quimeras Src-Abl se obtuvieron para
muestras a 10 mg/mL. Por otro lado, esta es la quimera que presenta menor estabilidad
en presencia de GdnHCI, por lo que seria de esperar un comportamiento analogo al de las

otras quimeras.

La correlacion que hemos encontrado entre la formacion de dimeros entrecruzados y
fibras amiloides en las quimeras Src-Abl, parece corroborar el papel del 3D-DS como
precursores de la formacion de fibras amiloides (Guo & Eisenberg, 2006). Sin embargo,
es discutible que sean los protdémeros los que en un intercambio abierto fuera de control
(runaway domain swapping) constituyan las unidades que formen las fibras amiloides.
Con los datos disponibles lo unico que podemos afirmar es la correlacién entre la
formacion de 3D-DS y la tendencia a formar amiloides del dominio c-Src SH3. Ello puede
ser indicativo de que ambos procesos pueden compartir al menos los pasos iniciales. Si
se dan las circunstancias adecuadas para estabilizar los protomeros abiertos estos abortan
la formacion de fibras amiloides. De no favorecerse la formacion de estos oligdmeros
estables, la proteina puede avanzar hasta el proceso de formacion de fibras amiloides, tal

como concluiamos de los experimentos realizados con el dominio v-Src-SH3.

175



176



Conclusiones

Conclusions

177



178



De los estudios realizados en este trabajo, podemos concluir:

1.

La caracterizacion biofisica de las quimeras objeto de estudio en esta Tesis
muestra que el intercambio de los lazos en las quimeras Src-Abl presentan solo
cambios ligeros en la estabilidad del dominio siendo mas estable la que introduce
el lazo RT de la Abl-SH3. Mientras, en las quimeras Abl-Src se observa una
notable disminucion de la estabilidad en comparacién con el dominio nativo,
siendo mas notable cuando ambos lazos son intercambiados.

Solo se han conseguido dimeros entrecruzados de las quimeras Src-Abl. La
introduccion simultanea de los lazos RT y n-Src del dominio AbI-SH3 en c¢-Src-
SH3 da lugar a un dimero entrecruzado donde se produce la apertura de ambos
lazos. En el caso de la quimera en la que se introduce el lazo RT del dominio Abl-
SH3 se obtiene un dimero entrecruzado con una orientacion diferente al dominio
nativo. Por ultimo, no hemos obtenido el dimero entrecruzado de la quimera en la
que se ha introducido el lazo n-Src de la Abl, a pesar de que este mismo lazo actiua
como lazo bisagra en la quimera SA-2X, que contiene los dos lazos
intercambiados.

En las condiciones ensayadas en este estudio, las quimeras Abl-Src no forman el
dimero entrecruzado. A partir de los resultados obtenidos en esta Tesis podemos
concluir que el proceso de 3D-DS en el dominio c-Src-SH3 depende de otros
factores adicionales, mas alla de la naturaleza de los lazos del dominio.

Algunas quimeras solo ha sido posible obtenerlas en la forma de dimeros
entrecruzados, como es el caso de la quimera SA-2X. Solo ha sido posible obtener
el dominio en su forma monomérica unido a péptidos de alta afinidad, los cuales
se ha descrito previamente que desplazan el equilibrio monoémero-dimero
entrecruzado al estado monomérico.

Se ha estudiado y caracterizado la formacion de fibras amiloides y las tnicas
quimeras que han dado positivo en las pruebas de deteccion de amiloides han sido
las SA-2X y SA-RT, tanto a pH 5,0 como 7,0. En el caso de las quimeras Abl-
Src, todas las pruebas realizadas resultaron negativas, si bien la baja solubilidad
de esta proteina puede ser un impedimento para estudiar este proceso de
agregacion. Estos resultados podrian indicar una correlacion entre la formacion
de dimeros entrecruzados y la formacion de amiloides, de forma que el mecanismo

inicial que permite la apertura del protomero puede ser comun a ambos procesos.
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6. La variante oncogénica de la c-Src tirosina quinasa, v-Src, contiene mutaciones
en los lazos RT, n-Src y distal. El mutante v-Src-SH3 que contiene solo las
mutaciones en los lazos n-Src y distal (variante W95R-196T), muestra una
estabilidad reducida en comparacién con el dominio c-Src, pero mayor que la
proteina que contienen las mutaciones en el lazo RT. Mientras que la variante
WOI5R-196T sigue formando los dimeros entrecruzados con la misma orientacion
que la proteina nativa c-Src, las variantes que presentan las mutaciones en el lazo
RT no forman estos dimeros, pero son muy propensas a formar agregados de alto
peso molecular.

7. La comparacion de las estructuras del dominio SH3, v-Src-SH3-Q128R, que
contienen todas las mutaciones oncogénicas con la conformacion inactiva de la
tirosina quinasa c-Src de pollo revela la pérdida de algunas interacciones que
podrian ser criticas para estabilizar el estado inactivo o cerrado de la quinasa. A
su vez, la obtencion del complejo v-Src-SH3-Q128R-VSL12 muestra que los
residuos mutados no afectan a la formacion del complejo, por lo que las
estructuras cristalograficas de este trabajo podrian explicar el comportamiento de
la quinasa v-Src, la cual no puede auto inhibirse uniéndose al conector SH2-SH1,
mientras conserva su capacidad para reconocer proteinas asociadas para su

fosforilacion.
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From the studies present in this work, we can conclude:

1.

The biophysical characterization of the chimeras under study shows that in the
Src-Abl chimeras, the loops' interchange only produces slight changes in the
domain's stability. From the three Src-Abl chimeras, the protein with the RT loop
of the Abl-SH3 is the most stable. Meanwhile, in the Abl-Src chimeras, a notable
decrease in the stability is observed compared to the native protein, which is more
notable when both loops, RT and n-Src, are exchanged.

We have obtained only intertwined dimers of Src-Abl chimeras. Moreover, the
simultaneous introduction of the RT and n-Src loops of the Abl-SH3 domain into
c-Src-SH3 gives an intertwined dimer where both loops are open. Besides, the
chimera with the RT loop of the Abl-SH3 domain, gives an intertwined dimer
with a different arrangement to the native domain. Finally, we have not obtained
the intertwined dimer of the chimera in which the n-Src loop of Abl-SH3 has been
introduced. This same loop acts as a hinge loop in the SA-2X chimera, which
contains the two loops swapped.

Under the conditions tested in this study, the Abl-Src chimeras do not form the
intertwined dimer. From the results obtained, we can conclude that the 3D-DS
process in the c-Src-SH3 domain depends on additional factors beyond the nature
of the loops.

Some chimeras have only crystallized as intertwined dimers. This is the case with
the SA-2X chimera. It has only been possible to obtain the domain in its
monomeric form in complex with high-affinity peptides. It has been previously
described that the binding of these peptides favors the monomer-intertwined
dimer equilibrium to the monomeric state.

The formation of amyloid fibers has been studied and characterized. The only
chimeras that were positive for amyloid test were SA-2X and SA-RT, both at pH
5.0 and 7.0. In the case of Abl-Src chimeras, all the tests performed were negative.
However, the low solubility of this protein may be an impediment to studying this
aggregation process. These results might indicate a correlation between the
formation of intertwined dimers and amyloids. Both protein misfolding processes
might share the mechanism's initial steps that allow the opening of the protomer

and the consecutive aggregation process.
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6. The oncogenic variant of c-Src tyrosine kinase, v-Src, contains mutations in the
RT, n-Src and distal loops. The v-Src-SH3 mutant containing only mutations in
the n-Src and distal loop (variant W95R-196T) shows reduced stability than the c-
Src domain. Still, it is more stable than those variants containing mutations in the
RT loop. The WO95SR-196T variant forms intertwined dimers in the same
orientation as the native c-Src, but variants with mutations in the RT loop do not
form these dimers but are prone to form high molecular weight aggregates.

7. The comparison of the v-Src-SH3-Q128R with the inactive conformation of
chicken c-Src tyrosine kinase reveals the loss of some interactions that might be
critical to stabilizing the inactive state of the kinase. At the same time, obtaining
the v-Src-SH3-Q128R-VSL12 complex shows that the mutated residues do not
affect the formation of the complex. Indeed, the crystallographic structures in this
work could explain the particular behavior of the v-Src kinase. This kinase cannot
bind to the SH2-SHI linker to self-inhibition while retaining its ability to

recognize partners proteins for phosphorylation.
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Apéndice 1: Reactivos e instrumentacion

Reactivos

- 2-mercaptoetanol (MERCK, 8.05740.02500).

- 2-Methyl-2,4-pentanediol (MERCK, 8.20819.0100).

- Acetato amonico (MERCK, 1.01116.1000).

- Acetato sodico (MERCK, 1.06268.1000).

- Acetato sédico (Sigma Aldrich, 58750).

- Acido 8-Anilino-1-naftalensulfonico (Sigma Aldrich, A-1028).

- Acido acético glacial (Panreac Applichem, 131008.1611).

- Acido citrico (MERCK, 47H0379).

- Acido clorhidrico (Panreac Applichem, 131020.1611).

- Acido etilendiaminotetraacético (MERCK, 84.180.250).

- Acrilamida (Nzytech, MB15601).

- Ampicilina (Sigma Aldrich, A9518)

- Azul de bromofenol (Panreac Applichem, 31165).

- Blue Safe (Nzytech, MB15201).

- Carbonato sédico anhidro (Panreac Applichem, A3900.1000).

- Células competentes BL21(DE3) y NZYS5a (NzyTech, MB006 y MBO004,
respectivamente).

- Cloruro de guanidinio (Panreac Applichem, A1499.100).

- Cloruro sédico (NzyTech, MB15901).

- Di-hidrégeno fosfato sédico monohidratado (MERCK, A629346).

- Ditiotreitol (NzyTech, MB03101).

- Etanol (Panreac Applichem, 141085.1211).

- Etanol HPLC (Panreac Applichem, 361085.1611).

- Extracto de levadura (NzyTech, MB16401).

- Formiato amonico (Fluka, 09739).

- Glicerol (Panreac Applichem, 131339.1211).

- Hampton Research: Crystal Screen I (HR2-110) y Crystal Screen II (HR2-112).

- HEPES (Sigma Aldrich, H3375).

- Hidrogeno fosfato de di-sodio (MERCK, 106.580.10).

- Hidroxido sodico (Panreac Applichem, 141687.1211).

- IPTG (NzyTech, MB02603).

- Kanamicina (Panreac Applichem, A1493,0010).

- LB Agar (NzyTech, MB11802).

- Loading buffer SDS-PAGE (Nzytech, MB11701).

- Marcador low molecular weight protein marker (Nzytech, MB082).

- MES (Sigma Aldrich, M-8250).

- Structure Screen I, Structure Screen II, y Additive Screen (Molecular Dimensions,
MDI1-01, MD1-02, MDI1-11, respectivamente). Las disoluciones presentes en
cada uno de los productos se muestran en el Apéndice 2.

- Plasmid miniprep kit (QIAGEN, 27104).

- Polietilenglicol 300 (Sigma Aldrich, 90878).
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- Polietilenglicol 4000 (Sigma Aldrich, 95904).

- Polietilenglicol 6000 (Panreac Applichem, 162439).

- Polietilenglicol 8000, polietilenglicol 400, polietilenglicol 200 (Fluka, 89510,
91893, 88440, respectivamente).

- Rojo congo (Sigma Aldrich, 32651).

- SOC Broth (NzyTech, MB28001).

- Sulfato amoénico (MERCK, 1.01217.1000).

- Sulfato de cobre (Panreac Applichem, A3880.0500).

- TEMED (Applichem Panreac, A1148,0025).

- Tioflavina T (Sigma Aldrich, T-3516).

- Triptona (CONDA, 1612.05).

- Tris base (Nzytech, MB01601).

- Trombina de suero bovino (Sigma Aldrich, T4648).

- Urea (Panreac Applichem, 131754.1211).

Instrumentacion

- Agitador Orbital Agimatic-S (J.P. Selecta).

- Agitador orbital modelo 3005 (Gesellschaft fiir Labortechnik)

- Agitador rotativo Movil Rod (Gesellschaft fiir Labortechnik).

- Autoclave Presoclave 75 (JP Selecta).

- Bandejas para cristalografia de 24 y 48 pocillos (Crystalgen).

- Bloque térmico AccuBlock Mini (Labnet).

- Bloque térmico Tembloc (JP Selecta).

- Cabeza para bafio Digiterm S-150 (JP Selecta) y un sistema de recirculacion de
agua.

- Centrifuga modelo 5804R (Eppendorf).

- Centrifuga Zentrifugen Rotanda 460R, con un rotor 5645 (Hettich).

- Columna de cromatografia Econo-Pac (Bio-rad).

- Columna de exclusién molecular HiLoad 26/60 Superdex (volumen de 319-330
mL y limite de presion de 0,5 MPa) y un equipo FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) AKTAprime plus (GE Healthcare Life Sciences).

- Cubeta modelo Mini PROTEAN Tetra Cell de BioRad con una fuente modelo
Electrophoresis Power Supply - EPS 3500 (Pharmacia Biotech).

- Cubre objetos de 22 mm de diametro, modelo Menzel-Gléser (Thermo Scientific).

- DLS (Dinamic Light Scattering) Zetasizer modelo Nano ZS (Malvern) y una
cubeta (Hellma Analytics) con un paso de luz de 3 mm.

- Espectrofluorimetro modelo LS55 (PERKIN ELMER).

- Espectrofotometro de Perkin Elmer de doble haz, modelo Lambda 25, para llevar
a cabo la obtencion de los espectros UV-vis de las proteinas objeto de estudio. Las
cubetas utilizadas son de cuarzo con 1 cm de paso de luz de Hellma Analytics.

- Espectropolarimetro Jasco J810.

- Estufa bacteriolédgica Incudigit serie 2000 (J.P Selecta).

- Filtros Ultra-Milipore de 3 kDa ¢ 10 kDa (Amicon).
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Incubador ThermoMixer C con un bloque térmico de 1,5 mL (Eppendorf).
LithoLoops de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 nm (Molecular
Dimensions).

Liofilizador LyoQuest (Telstar).

Medilow-LG (J.P Selecta).

Membranas para dialisis (Spectra/Por) modelo Dialysis Membrane (MWCO:
3500) (Thermo Scientific), modelo SnakeSkin Dialysis Tubing (MWCO:3500).
Microcentrifuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Scientific).

Microscopio Leica modelo M205 C con el programa informatico LAS EZ de
Leica para Windows, version 3.8.

Resina de Ni-NTA: His60 Ni Superflow Resin (Clontech).

pH-metro modelo GLP 21, de sensibilidad 0,01 unidades (CRISON). Los
electrodos utilizados con este pH-metro son: modelo 50 27 con un diametro de
bulbo de 12 mm para volimenes grandes y modelo 52 09 con un didmetro de
bulbo de 6 mm para volimenes mas pequefios. La calibracion se realizo con los
patrones a pH 4,00 y 7,02 (CRISON) a 25 °C.

pH-metro modelo HI 5221 (Hanna) con un electrodo HI 1131 de la misma marca.
Para calibrarlo de forma sistematica se utilizaron patrones a pH 4,01 y 7,01
(Hanna).

Refractometro de mano R5000 (Atago).

Sonicador (GmbH)-UP 200S Ultraschall-prozessor (Grepiitfe Sicherheit
dr.Hielscher).

Termometro digital CheckTemp 1 (Hanna).
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Apéndice 2:

Disoluciones

cristalizacion

Structure Screen 1- Molecular Dimension

Conc Units Salt

0.02 M
02M
02M
20M
20M

02M
02M

1.0M
0.2 M
1.4 M
0.2 M
0.2 M
0.2 M
0.2 M
1.0M
0.2 M
0.2 M
0.2 M
0.2 M
02 M
02 M
02 M
02 M
0.8 M
15M

0.8 M
1.4 M
20M

20M
02 M
02 M
02 M
02 M
02M

20M
04 M
04 M
02 M
02 M
20M
40M
0.05 M

02M
1.0M
0.5M

Calcium chloride dihydrate
Ammonium acetate
Ammonium sulfate
Sodium formate
Ammonium sulfate

Ammonium acetate
Ammonium acetate

Ammonium phosphate monobasic
Calcium chloride dihydrate
Sodium acetate trihydrate

Sodium citrate tribasic dihydrate
Ammonium sulfate

Magnesium acetate tetrahydrate
Magnesium acetate tetrahydrate
Sodium acetate trihydrate

Sodium acetate trihydrate

Zinc acetate dihydrate

Calcium acetate hydrate

Sodium citrate tribasic dihydrate
Magnesium chloride hexahydrate
Calcium chloride dihydrate
Magnesium chloride hexahydrate
Sodium citrate tribasic dihydrate
Potasium sodium tartrate tetrahydrate
Lithium sulfate

Sodium phosphate monobasic
monohydrate-Potasium phosphate
monobasic

Sodium citrate tribasic dihydrate
Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Magnesium chloride hexahydrate
Sodium citrate tribasic dihydrate
Lithium sulfate

Ammonium acetate

Sodium acetate trihydrate

Ammonium phosphate monobasic
Potasium sodium tartrate tetrahydrate
Ammonium phosphate monobasic
Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Sodium formate

Potassium phosphate monobasic

Magnesium formate dihydrate
Lithium sulfate
Lithium sulfate

para el cribado de condiciones

Conc Units Buffer

0.1M
0.1M
0.1 M
0.1 M
01M
0.1 M
0.1M
01M

0.1M
01M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M

0.1M
0.1M
0.1M

0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
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Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium citrate

Sodium citrate

Sodium citrate
Sodium citrate
Sodium acetate
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Imidazole

Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES

Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES

Sodium HEPES
Tris
Tris
Tris
Tris
Tris
Tris
Tris
Tris

pH Conc Units
4.6 30 % v/v
4.6 30 % w/v
4.6 25 % w/v
4.6
4.6
4.6 8 % w/v
5.6 30 % w/v
5.6 30 % v/v
% wW/v
5.6 20 20 % v/v
5.6
4.6 20 % v/v
6.5
6.5 30 % v/v
6.5 30 % w/v
6.5 20 % w/v
6.5 30 % v/v
6.5
6.5 30 % w/v
6.5 18 % w/v
6.5 18 % w/v
7.5 30 % v/v
7.5 30 % v/v
7.5 28 % v/v
7.5 30 % v/v
7.5 20 % v/v
7.5
7.5

7.5

7.5

7.5 2%v/v
% w/v

7.520 10 % v/v

8.5

8.5 30 % w/v

8.5 30 % v/v

8.5 30 % w/v

8.5 30 % v/v

8.5 30 % w/v

8.5 8 % w/v

8.5

30 % w/v
30 % w/v

30 % w/v

2 % w/v
15 % w/v

de

Precipitant
MPD

PEG 4000
PEG 4000

PEG 4000
PEG 4000
MPD

PEG 4000
2-Propanol

2-Propanol

2-Propanol
PEG 8000
PEG 8000
MPD

PEG 8000
PEG 8000
PEG 8000
MPD
2-Propanol
PEG 400
PEG 400
2-Propanol

PEG 400
PEG 4000
2-Propanol

PEG 4000
PEG 400
PEG 4000
2-Propanol
PEG 4000
PEG 8000

PEG 8000
PEG 4000

PEG 1500

PEG 8000
PEG 8000



Structure Screen 2- Molecular Dimension

Conc Units Salt Conc Units Buffer pH Conc Units Precipitant
0.1 M Sodium chloride 0.1 M BICINE 9.0 30 % v/v PEG 500 MME
20M Magnesium chloride hexahydrate 0.1M BICINE 9.0

10 % w/v PEG 20000
0.1 M BICINE 9.0 2 % v/v 1.4-Dioxane
02 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1M Tris 85 34M 1.6-Hexanediol
0.1M Tris 8.5 25 % v/v tert-Butanol
1.0M Lithium sulfate
0.01 M Nickel(ll) chloride hexahydrate 0.1M Tris 8.5
1.5M Ammonium sulfate 0.1 M Tris 8.5 12 % v/v Glycerol
0.2 M Ammonium phosphate monobasic 0.1M Tris 8.5 50 % v/v. MPD
0.1 M Tris 8.5 20 % v/v Ethanol
0.01 M Nickel(ll) chloride hexahydrate 0.1 M Tris 8.5 20 % w/v PEG 2000 MME
0.5 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 30 %v/v MPD

10 % w/v PEG 6000
0.1 M Sodium HEPES 7.5 5%v/v MPD
0.1 M Sodium HEPES 7.5 20 % v/v Jeffamine® M-600
1.6 M Ammonium sulfate

01M Sodium chloride 0.1M Sodium HEPES 7.5
20M Ammonium formate 0.1M Sodium HEPES 7.5
1.0M Sodium acetate trihydrate
0.05 M Cadmium sulfate 8/3-hydrate 0.1 M Sodium HEPES 7.5
0.1M Sodium HEPES 7.5 70 % v/v MPD
43 M Sodium chloride 0.1M Sodium HEPES 7.5

10 % w/v PEG 8000
0.1 M Sodium HEPES 7.5 8 % v/v Ethylene glycol
16 M Magnesium sulfate heptahydrate 0.1 M MES 6.5
20M Sodium chloride
0.1 M Potassium phosphate monobasic

0.1 M Sodium phosphate monobasic monohydrate 0.1 M MES 6.5
0.1 M MES 6.5 12 % w/v PEG 20000

16 M Ammonium sulfate 0.1 M MES 6.5 10 % v/v 1.4-Dioxane
0.05 M Cesium chloride 0.1 M MES 6.5 30 % v/v Jeffamine® M-600

1.0M Cobalt(ll) chloride hexahydrate

1.8 M Ammonium sulfate 0.1M MES 6.5

0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M MES 6.5 30 % w/v PEG 5000 MME
0.01 M Zinc sulfate heptahydrate 0.1M MES 6.5 25 % v/v PEG 500 MME

0.1 M Sodium HEPES 7.5 20 % w/v PEG 10000
20M Ammonium sulfate

02 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate 0.1M Sodium citrate 5.6
1.0M Lithium sulfate
0.5 M Ammonium sulfate 0.1M Sodium citrate 5.6
0.5 M Sodium chloride 0.1M Sodium citrate 5.6 4 %v/v Polyethyleneimine
0.1M Sodium citrate 5.6 35 % v/v tert-Butanol
0.01 M Iron(I1l) chloride hexahydrate 0.1M Sodium citrate 5.6 10 % v/v Jeffamine® M-600
0.01 M Manganese(ll) chloride tetrahydrate 0.1 M Sodiumcitrate 5.6 2.5M 1.6-Hexanediol
20M Sodium chloride 0.1M Sodium acetate 4.6
0.2 M Sodium chloride 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 %v/v MPD
0.01 M Cobalt(l1) chloride hexahydrate 0.1M Sodium acetate 4.6 1.0M 1.6-Hexanediol
01M Cadmium chloride hemi(pentahydrate) 0.1M Sodium acetate 4.6 30 % v/v PEG 400
0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 % w/v PEG 2000 MME
2.0M Sodium chloride 10 % w/v PEG 6000

0.5M Sodium chloride
01M Magnesium chloride hexahydrate
0.01 M CTAB

25 % v/v Ethylene glycol
35 % v/v 1.4-Dioxane

20M Ammonium sulfate 5 %v/v 2-Propanol
1.0M Imidazole 7.0

10 % w/v PEG 1000

10 % w/v PEG 8000
15M Sodium chloride 10 % v/v Ethanol
16 M Sodium citrate 6.5
15 % w/v Polyvinylpyrrolidone
20M Urea
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Conc. Units
0.5M
0.1 M
0.1 M
0.1 M

0.05 M
0.05 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
100 %

5 % w/v
0.2 M
1,0M
100 %
0.5 M
1,0M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1M
100 %
0.2 M
60 % v/v
20 % v/v

Additive Screen-11

Additive

Glycine

L-Glutamine

Spermine tetrahydrochloride
Spermidine

EDTA

DL-Dithiothreitol

Sodium thiocyanate

Taurine

Betaine monohydrate

Dimethyl sulfoxide

Octyl glucoside

Xylitol

Potassium iodide

Thymol

Sodium malonate dibasic monohydrate
Ethylenediamine

Cadmium chloride hemi(pentahydrate)
Cobalt(ll) chloride hexahydrate
Magnesium chloride hexahydrate
Zincchloride

1,4-Dioxane

Phenol

2-Propanol

Glycerol
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Apéndice 3: Estadisticas de refinado de las estructuras obtenidas

Tabla 1. Coleccion de datos y estadisticas de refinado de los mutantes v-Src-SH3

v-Src-SH3 v-Src-SH3 v-Src-SH3 v-Src-SH3
QI28R QI28R-VSLI12 N117D-V124L WI5R-196T

PDB entry 7NER 7PVT 7NES TNET
Beamline ESRF- ID30B ESRF-ID30A-3 ESRF-ID30B ALBA-XALOC
Data collection 100 K 100K 100 K 100 K
temperature
Wavelength (A) 0.9686 0.9677 0.9762 0.9791
Resolution range (A) 19.08 -1.55 16.77 - 1.6 18.59 - 1.35 19.26 - 1.50

(1.60-1.55) (1.68 - 1.60) (1.40 - 1.35) (1.55-1.50)
Space group P2, P3; P3521 P65
Unit cell (A) 22.34349831.14 51.2351.2346.34 37.1737.1765.82 46.6546.65127.97
®) 90 96.40 90 9090 120 9090 120 9090 120
Total reflections 18418 (843) 116855 (12087) 91544 (4717) 83941 (2306)
Unique reflections 6888 (337) 17875 (1807) 12108 (600) 24714 (1007)
Multiplicity 2.7 (2.5) 6.5 (6.7) 7.6 (7.9) 3.42.3)
Completeness (%) 97.9 (94.5) 99.57 (99.67) 100 (100) 98.3 (83.3)
Mean I/sigma(I) 6.5(1.9) 13.64 (0.76) 18.1 (2.5) 20.3(1.9)
Wilson B-factor (A?) 14.77 25.13 15.79 25.26
R-merge 0.049 (0.311) 0.06374 (0.6979) 0.043 (0.707) 0.023 (0.377)
R-meas 0.052 (0.352) 0.06924 (0.757) 0.049 (0.814) 0.032 (0.522)
R-pim 0.037 (0.249) 0.02678 (0.2912) 0.018 (0.400) 0.016 (0.326)
CC1/2 0.998 (0.831) 0.998 (0.813) 1(0.922) 0.999 (0.817)
CC* 1 (0.96) 0.999 (0.947) 1(0.987) 1 (0.954)
Reflections used in
refinement 6879 (679) 17862 (1806) 12056 (1193) 24655 (2190)
Ezge"“o“ used for R- 337 (34) 893 (94) 612 (54) 1223 (104)
R-work 0.147 (0.203) 0.1773 (0.2960) 0.158 (0.233) 0.185(0.241)
R-free 0.162 (0.179) 0.2029 (0.3181) 0.183 (0.234) 0.194 (0.289)
CC (work) 0.976 (0.935) 0.964 (0.791) 0.973 (0.950) 0.961 (0.91)
CC (free) 0.972 (0.897) 0.933 (0.838) 0.947 (0.934) 0.96 (0.88)
Number of non-hydrogen 544 1094 546 1062
atoms
macromolecules 478 1025 479 952
Ligands 36 13 0 97
Solvent 48 56 67 67
Protein residues 60 131 59 114
RMS (bonds) A 0.011 0.005 0.010 0.018
RMS (angles) ° 0.96 1.11 1.00 1.60
?)Zr)na"ha“dran favored 96.55 99.17 98.21 99.09
gj{‘)‘)na"handran allowed 3.45 0.83 179 0.91
gz?lachandran outliers 0.00 0.00 0.00 0.00
Rotamer outliers (%) 0.00 0.00 1.96 0.00
Clashscore 0.00 0.49 0.00 0.52
Average B-factor (A?) 18.69 33.12 20.71 38.46
macromolecules 16.67 32.49 19.31 37.56
ligands 37.77 62.34 - 50.64
solvent 31.73 37.91 30.68 43.46

Las estadisticas para el Shell de mayor resolucion se muestran entre paréntesis
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Tabla 2. Coleccion de datos y estadisticas de refinado de la quimera SA-RT

SA-RT SA-RT
Monoémero Dimero entrecruzado

PDB entry 7PVY 7PVZ
Beamline ALBA-XALOC ALBA-XALOC
Data collection temperature 100 K 100 K
Wavelength (&) 0.9791 0.9791
Resolution range (A) 18.41-1.40(1.45-1.40) 19.16-2.0(2.07 - 2.00)
Space group P2212; P64
Unit cell (A) 25.98 41.50 52.21 48.79 48.79 90.93
©) 90 90 90 9090 120
Total reflections 22893 (2230) 16618 (1666)
Unique reflections 11464 (1118) 8310 (833)
Multiplicity 2.0 (2.0) 2.0 (2.0)
Completeness (%) 97.89 (96.86) 99.81 (100.00)
Mean I/sigma(I) 17.35 (2.90) 24.52 (3.71)
Wilson B-factor (A?) 19.03 52.91
R-merge 0.0112 (0.1418) 0.01289 (0.1921)
R-meas 0.01584 (0.2005) 0.01823 (0.2717)
R-pim 0.0112 (0.1418) 0.01289 (0.1921)
CC1/2 1 (0.983) 0.999 (0.881)
Ccc* 1 (0.996) 1 (0.968)
Reflections used in refinement 11407 (1112) 8307 (833)
Reflections used for R-free 566 (47) 431 (49)
R-work 0.1973 (0.28006) 0.2294 (0.3665)
R-free 0.2242 (0.3633) 0.2548 (0.3109)
CC (work) 0.962 (0.919) 0.976 (0.577)
CC (free) 0.909 (0.701) 0.957 (0.790)
Number of non-hydrogen atoms 481 896
macromolecules 432 893
Solvent 49 3
Protein residues 56 120
RMS (bonds) A 0.009 0.013
RMS (angles) ° 1.27 1.47
Ramachandran favored (%) 100.00 100.00
Ramachandran allowed (%) 0.00 0.00
Ramachandran outliers (%) 0.00 0.00
Rotamer outliers (%) 0.00 1.15
Clashscore 0.00 1.17
Average B-factor (A?) 27.74 61.25
macromolecules 26.26 61.16
solvent 40.87 86.02

Las estadisticas para el Shell de mayor resolucion se muestran entre paréntesis
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Tabla 3. Coleccion de datos y estadisticas de refinado de la quimera SA-Src

SA-Src
PDB entry 7PW0
Beamline ESRF- ID30A-3
Data collection temperature 100K
Wavelength (A) 0.9677
Resolution range (A) 19.95-1.70 (1.76 - 1.70)
Space group P2,
Unit cell (A) 37.26 93.14 80.44
©) 90 97.252 90
Total reflections 116586 (11729)
Unique reflections 59187 (5910)
Multiplicity 2.0 (2.0)
Completeness (%) 98.88 (99.28)
Mean I/sigma(I) 9.50 (1.28)
Wilson B-factor (A?) 23.08
R-merge 0.03885 (0.6987)
R-meas 0.05494 (0.9881)
R-pim 0.03885 (0.6987)
CC1/2 0.999 (0.599)
CcC* 1 (0.866)
Reflections used in refinement 59144 (5910)
Reflections used for R-free 2923 (295)
R-work 0.2096 (0.3987)
R-free 0.2284 (0.4131)
CC (work) 0.965 (0.824)
CC (free) 0.965 (0.746)
Number of non-hydrogen atoms 4010
macromolecules 3624
Solvent 386
Protein residues 465
RMS (bonds) A 0.007
RMS (angles) °© 1.14
Ramachandran favored (%) 96.85
Ramachandran allowed (%) 3.15
Ramachandran outliers (%) 0.00
Rotamer outliers (%) 0.27
Clashscore 1.30
Average B-factor (A?) 33.69
macromolecules 33.08
solvent 39.37

Las estadisticas para el Shell de mayor resolucion se muestran entre paréntesis
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Tabla 4. Coleccion de datos y estadisticas de refinado de la quimera SA-2X

SA-2X-VSL12 SA-2X
Mondmero Dimero entrecruzado

PDB entry 7PVX TPVW
Beamline ESRF- ID30A-3 ALBA-XALOC
Data collection temperature 100K 100 K
Wavelength (&) 0.9677 0.9791
Resolution range (A) 24.49-1.43 (1.49 - 1.43) 19.11 - 1.50 (1.55-1.50)
Space group P2, P63
Unit cell (A) 28.99 59.66 37.35 68.04 68.04 46.18
®) 90 98.61 90 9090 120
Total reflections 42954 (4410) 39028 (3898)
Unique reflections 22791 (2286) 19606 (1963)
Multiplicity 1.9(1.9) 2.0 (2.0)
Completeness (%) 98.58 (99.39) 99.77 (99.75)
Mean I/sigma(l) 11.77 (2.39) 18.17 (2.31)
Wilson B-factor (A?) 18.55 22.70
R-merge 0.02906 (0.2584) 0.01523 (0.3357)
R-meas 0.04109 (0.3655) 0.02154 (0.4748)
R-pim 0.02906 (0.2584) 0.01523 (0.3357)
CC1/2 0.998 (0.897) 0.999 (0.87)
Ccc* 1 (0.973) 1 (0.965)
Reflections used in refinement 22785 (2278) 19582 (1959)
Reflections used for R-free 1156 (131) 997 (97)
R-work 0.1739 (0.2318) 0.1610 (0.2246)
R-free 0.2097 (0.2986) 0.1885 (0.2525)
CC (work) 0.954 (0.925) 0.973 (0.951)
CC (free) 0.948 (0.776) 0.959 (0.892)
Number of non-hydrogen atoms 1185 1037
macromolecules 1084 935
Ligands - 17
Solvent 101 85
Protein residues 139 119
RMS (bonds) A 0.019 0.014
RMS (angles) ° 1.64 1.32
Ramachandran favored (%) 100.00 100.00
Ramachandran allowed (%) 0.00 0.00
Ramachandran outliers (%) 0.00 0.00
Rotamer outliers (%) 0.87 0.00
Clashscore 1.89 0.54
Average B-factor (A?) 24.87 30.15
macromolecules 23.85 28.75
Ligands - 52.53
solvent 35.79 41.09

Las estadisticas para el Shell de mayor resolucion se muestran entre paréntesis
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Tabla 5. Coleccion de datos y estadisticas de refinado de la quimera AS-RT

AS-RT
PDB entry TPW2
Beamline ALBA-XALOC
Data collection temperature 100 K
Wavelength (A) 0.9791
Resolution range (A) 16.14-1.10 (1.14 - 1.10)
Space group P4,
Unit cell (A) 42.58 42.58 30.41
©) 9090 90
Total reflections 33716 (3402)
Unique reflections 21188 (2155)
Multiplicity 1.6 (1.6)
Completeness (%) 95.04 (96.90)
Mean I/sigma(I) 10.05 (1.81)
Wilson B-factor (A?) 17.78
R-merge 0.01875 (0.3488)
R-meas 0.02652 (0.4933)
R-pim 0.01875 (0.3488)
CC1/2 0.998 (0.727)
CC* 1(0.918)
Reflections used in refinement 21188 (2155)
Reflections used for R-free 1131 (131)
R-work 0.1822 (0.2697)
R-free 0.2009 (0.2947)
CC (work) 0.956 (0.802)
CC (free) 0.954 (0.729)
Number of non-hydrogen atoms 478
macromolecules 427
Solvent 51
Protein residues 57
RMS (bonds) A 0.017
RMS (angles) ° 1.66
Ramachandran favored (%) 96.36
Ramachandran allowed (%) 3.64
Ramachandran outliers (%) 0.00
Rotamer outliers (%) 2.38
Clashscore 0.00
Average B-factor (A?) 25.77
macromolecules 24.44
solvent 36.89

Las estadisticas para el Shell de mayor resolucion se muestran entre paréntesis
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Tabla 6. Coleccion de datos y estadisticas de refinado de la quimera AS-Src

AS-Src
PDB entry T7PVV
Beamline ALBA-XALOC
Data collection temperature 100 K
Wavelength (A) 0.9791
Resolution range (A) 19.90 - 1.82 (1.89 - 1.82)
Space group 12,212,
Unit cell (A) 41.89 47.40 75.57
©) 90 90 90
Total reflections 13949 (1359)
Unique reflections 7019 (692)
Multiplicity 2.0 (2.0)
Completeness (%) 99.62 (99.71)
Mean I/sigma(I) 15.40 (2.82)
Wilson B-factor (A?) 28.10
R-merge 0.01406 (0.1664)
R-meas 0.01988 (0.2353)
R-pim 0.01406 (0.1664)
CC1/2 1 (0.959)
CC* 1 (0.989)
Reflections used in refinement 7015 (691)
Reflections used for R-free 327 (32)
R-work 0.2244 (0.3232)
R-free 0.2383 (0.3990)
CC (work) 0.950 (0.836)
CC (free) 0.944 (0.877)
Number of non-hydrogen atoms 506
macromolecules 449
Ligands 17
Solvent 40
Protein residues 57
RMS (bonds) A 0.006
RMS (angles) ° 1.02
Ramachandran favored (%) 96.36
Ramachandran allowed (%) 3.64
Ramachandran outliers (%) 0.00
Rotamer outliers (%) 0.00
Clashscore 0.00
Average B-factor (A?) 33.89
macromolecules 33.42
Ligands 34.27
solvent 38.96

Las estadisticas para el Shell de mayor resolucion se muestran entre paréntesis
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Tabla 7. Coleccion de datos y estadisticas de refinado de la quimera AS-2X

AS-2X
PDB entry 7PVQ 7PVR 7PVS
Beamline ALBA-XALOC ESRF- ID30A-3 ALBA-XALOC
Data collection temperature 100 K 100K 100 K
Wavelength (A) 0.9791 0.9677 0.9791
Resolution range (A) 19.76 - 1.55 (1.61-1.55)  17.4-1.65 (1.71-1.65) 18.59 - 1.05 (1.09 - 1.05)
Space group P2,22; P4, P2,22;
Unit cell (A) 27.3143.46 94.85 42.42 42.42 30.41 27.13 43.48 94.58
©) 9090 90 9090 90 9090 90
Total reflections 27163 (2459) 10700 (190) 104380 (9436)
Unique reflections 15094 (1488) 5412 (114) 52754 (4975)
Multiplicity 1.8 (1.6) 2.0 (1.7) 2.0(1.9)
Completeness (%) 87.66 (87.68) 81.63 (17.04) 99.10 (94.60)
Mean I/sigma(I) 13.82 (4.41) 30.59 (2.66) 15.39 (2.28)
Wilson B-factor (A?) 13.23 19.35 9.98
R-merge 0.03852 (0.1544) 0.01234 (0.2612) 0.01728 (0.2912)
R-meas 0.05447 (0.2183) 0.01745 (0.3694) 0.02443 (0.4118)
R-pim 0.03852 (0.1544) 0.01234 (0.2612) 0.01728 (0.2912)
CC1/2 0.996 (0.956) 1 (0.804) 1 (0.827)
CC* 0.999 (0.989) 1(0.944) 1(0.951)
Reflections used in 14995 (1487) 5412 (114) 52746 (4976)
refinement
Reflections used for R-free 723 (65) 290 (8) 2695 (234)
R-work 0.2313 (0.2707) 0.1736 (0.3222) 0.1687 (0.2386)
R-free 0.2733 (0.2968) 0.2083 (0.3801) 0.1840 (0.2487)
CC (work) 0.938 (0.889) 0.966 (0.670) 0.964 (0.911)
CC (free) 0.892 (0.781) 0.955(0.321) 0.954 (0.887)
Number of non-hydrogen 1061 522 1166
atoms
macromolecules 914 454 973
Ligands - - 52
Solvent 147 68 141
Protein residues 116 58 117
RMS (bonds) A 0.010 0.005 0.011
RMS (angles) ° 1.23 1.00 1.44
Ramachandran favored (%) 96.43 98.21 99.12
Ramachandran allowed (%) 3.57 1.79 0.88
Ramachandran outliers (%) 0.00 0.00 0.00
Rotamer outliers (%) 1.98 0.00 1.82
Clashscore 0.00 0.00 3.00
Average B-factor (A?) 16.74 23.78 13.61
macromolecules 15.35 22.77 11.43
Ligands - 28.01
solvent 25.38 30.53 23.37

Las estadisticas para el Shell de mayor resolucion se muestran entre paréntesis
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Apéndice 4: Publicaciones

De la presente Tesis Doctoral deriva la publicacion: ‘‘The impact of oncogenic
mutations of the viral Src kinase on the structure and stability of the SH3 domain’’. De
esta publicacion se han obtenido las estructuras depositadas en el PDB: 7NER, 7NES y
7NET.

Otras publicaciones resultantes del capitulo 4 se encuentran en redaccion.
Otras publicaciones

A continuacion, se muestran los articulos que se han obtenido del trabajo realizado
durante esta etapa formativa, pero que no estan relacionados con la Tesis doctoral de
forma directa. La mayoria de estos articulos estan relacionados con la lisozima, proteina
que usamos en nuestro laboratorio como modelo para la mejora de la calidad de los

cristales.
Las publicaciones resultantes son:

- The effect of an engineered ATCUN motif on the structure and biophysical
properties of the SH3 domain of c-Src tyrosine kinase.

- Orthorhombic lysozyme crystallization at acidic pH values driven by
phosphate binding.

- Major conformational changes in the structure of lysozyme obtained from a
crystal with a very low solvent content.

- Lysozyme crystals dyed with bromophenol blue: where has the dye gone?

Las estructuras depositadas en el PDB de estos articulos son: 6XVM, 6XVN, 6XVO,
6S7N, 6F9Y, 6F9X, 6F9Z, 6FA0, 6F9Y, 6F9X, 6F9Z, 6FA0, 6SYC, 6SYD y 6SYE.
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The impact of oncogenic mutations of the viral

Src

kinase on the structure and stability of the SH3

domain
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Src kinase belongs to the family of Src-related nonreceptor tyrosine kinases.
Because of its physiological role in cell growth and proliferation, its activity is
strictly controlled by several mechanisms. Nevertheless, in viral Src kinase
(v-Src) some of these mechanisms fail, and its uncontrolled activity is
responsible for the occurrence of cancer. Here, the crystal structures of three
SH3-domain mutants of v-Src were determined to unveil the effects of these
oncogenic mutations in this regulatory domain. Mutations in the n-Src and distal
loops have a low impact on the overall structure of the domain and its capacity
to form intertwined dimers. However, mutations in the RT loop compromise the
stability of the domain and make the protein very prone to aggregation.
Additionally, these mutations prevent the formation of intertwined dimers. The
results show a synergistic effect between mutations in the RT loop and those in
the n-Src and distal loops. Analysis of the structures of the v-Src SH3-domain
mutants and the closed inactive conformation of cellular Src kinase (c-Src) point
to a loss of the interactions that are required to establish the compact inactive
form of the kinase. Nevertheless, an analysis of structures of the c-Src SH3
domain complexed with class I and II peptides points to minor changes in the
interactions between the v-Src SH3 domain and these peptides. In this way, the
structures reported here indicate that mutations in the RT loop might impair the
kinase regulation mechanism without affecting the recognition of short proline-
rich motifs in the target proteins of the kinase, thus explaining the oncogenic
behaviour of the protein.

1. Introduction

Cellular Src kinase (c-Src) is one of the most representative
members of the Src-family kinases (SFKs), a group of non-
receptor tyrosine kinases that mediate responses to extra-
cellular stimuli, phosphorylating a broad range of downstream
substrates. These kinases are involved in several cellular
processes such as proliferation, migration, differentiation and
survival (Brown & Cooper, 1996; Parsons & Parsons, 2004;
Bagnato et al., 2020). When overactivated, they also play a role
in the onset and progression of cancer. The members of this
family share an overall structure organization, including a
myristoylated N-terminal segment, three Src-homology (SH)
domains and a C-terminal tail. The C-terminal SH1, or cata-
lytic, domain contains an autoregulatory phosphorylation site
provided by a tyrosine residue, Tyr527. When it is phos-
phorylated, this tyrosine binds intramolecularly to the SH2
domain. In addition, a linker region between the SH1 and SH2
domains facilitates the closed inactive conformation of the
kinase by interacting with the SH3 domain. In addition, the
SH3 domain recognizes short proline-rich motifs (PRMs) and

iversity of
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Abstract

Metal binding to sites engineered in proteins can provide an increase in their stability and facilitate new functions. Besides
the sites introduced in purpose, sometimes they are present accidentally as a consequence of the expression system used to
produce the protein. This happens with the copper- and nickel-binding (ATCUN) motif generated by the amino-terminal resi-
dues Gly-Ser-His. This ATCUN motif is fortuitously present in many proteins, but how it affects the structural and biophysical
characterization of the proteins has not been studied. In this work, we have compared the structure and biophysical properties
of a small modular domain, the SH3 domain of the c-Src tyrosine kinase, cloned with and without an ATCUN motif at the
N terminus. At pH 7.0, the SH3 domain with the ATCUN motif binds nickel with a binding constant K, =28.0+3.0 mM~..
The formation of the nickel complex increases the thermal and chemical stability of the SH3 domain. A comparison of the
crystal structures of the SH3 domain with and without the ATCUN motif shows that the binding of nickel does not affect the
overall structure of the SH3 domain. In all crystal structures analyzed, residues Gly-Ser-His in complex with Ni** show a
square planar geometry. The CD visible spectrum of the nickel complex shows that this geometry is also present in the solu-
tion. Therefore, our results not only show that the ATCUN motif might influence the biophysical properties of the protein,
but also points to an advantageous stabilization of the protein with potential biotechnological applications.

Keywords SH3 domain - ATCUN motif - Nickel binding - Circular dichroism - Fluorescence - Crystal structure

Abbreviations Introduction

CD Circular dichroism

DLS Dynamic light scattering In the last 3 decades, the number of protein structures
R, Hydrodynamic radius deposited at the PDB has experimented a considerable
MW Molecular weight growth and several factors contributed to this outcome
GdnHCI Guanidine hydrochloride [1]. Among them, the overexpression in heterologous sys-
PDB Protein Data Bank tems has boosted the availability of many proteins. These

expression systems allow the inclusion of affinity tags in
the amino or carboxyl-terminal of the cloned protein and
make possible its purification in a single chromatographic
step. As a consequence, the success in the crystallization
step is higher, and so the number of protein structures.
These affinity tags play a key role in the purification of
the proteins, but once purified, it is convenient to remove
the unencoded added sequence with a highly specific pro-
tease. These proteases need a specific sequence, cleavage
site, that is encoded in the expressed protein to remove

P< Ana Cdmara-Artigas
acamara@ual.es

! Department of Chemistry and Physics, University the affinity tag. One of the most popular proteases for this
of Almeria, Agrifood Campus of International Excellence purpose is thrombin (EC 3.4.21.5), which recognizes the
ceiA3 and CIAMBITAL, 04120 Almerfa, Spain consensus sequence LVPRGS and cleaves the peptide bond

*  Department of Physical Chemistry and Institute between Arg and Gly. The proteolysis of the tagged protein
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Received 19 January 2018
Accepted 2 April 2018 The structure of orthorhombic lysozyme has been obtained at 298 K and pH 4.5

using sodium chloride as the precipitant and in the presence of sodium
phosphate at a concentration as low as 5 mM. Crystals belonging to space group
Edited by J. Newman, Bio21 Collaborative P2,2,2, (unit-cell parameters a = 30, b = 56, ¢ = 73 A, a = B = y = 90.00°)
Crystallisation Centre, Australia diffracted to a resolution higher than 1 A, and the high quality of these crystals
permitted the identification of a phosphate ion bound to Argl4 and His15. The

Keywords: lysozyme; low humidity; .o .. . .
y on Y binding of this ion produces long-range conformational changes affecting the

polymorphism; phosphate binding; X-ray

crystallography. loop containing Ser60-Asn74. The negatively charged phosphate ion shields the

electrostatic repulsion of the positively charged arginine and histidine residues,
PDB references: lysozyme crystallized in the resulting in higher stability of the phosphate-bound lysozyme. Additionally, a
presence of 100 mM ammonium sulfate at pH low-humidity orthorhombic variant was obtained at pH 4.5, and comparison

4.5, 6fa0; lysozyme crystallized in the presence (i) those previously obtained at pH 6.5 and 9.5 shows a 1.5 A displacement of
of 100 mM lithium sulfate at pH 4.5, 6f9x;

lysozyme crystallized in the presence of 10 mM the ﬁfth a—hehx towards the active-site cavity, which mlght.be' releva'nt to protein
lithium sulfate at pH 4.5, 6f9y; lysozyme function. Since lysozyme is broadly used as a model protein in studies related to
crystallized in the presence of 5 mM ammonium protein crystallization and amyloid formation, these results indicate that the
sulfate at pH 4.5, 6f9z; lysozyme crystallized in - jpteraction of some anions must be considered when analysing experiments

th f 100 mM sodi hosphate at s 1s
© presence of 190 miMl sodium phosphaie a performed at acidic pH values.
pH 4.5, 6f11; lysozyme crystallized in the

presence of 100 mM sodium phosphate at pH
4.5, low-humidity form, 6f1m; orthorhombic .
lysozyme crystallized at 298 K and pH 4.5, 1. Introduction
6f10; tetragonal lysozyme crystallized at 298 K
and pH 4.5 with phosphate bound, 6f1p;
tetragonal lysozyme crystallized at 298 K and

Hen egg-white lysozyme (HEWL) is one of the best-studied
proteins from the crystallographic point of view and its crys-

pH 4.5 with phosphate bound, 6f1r tallization has been reported in 15 different space groups

belonging to five lattice systems: hexagonal, tetragonal,
Supporting information: this article has orthorhombic, monoclinic and triclinic. For this reason,
supporting information at journals.iucr.org/d HEWL is a good candidate to study the molecular basis of

polymorphic behaviour in proteins. The presence of different
salts in the crystallization experiment has been reported to
influence the space group in which the protein crystallizes
(Gavira, 2016; Retailleau et al., 2002; Ries-Kautt & Ducruix,
1989). The solubility diagrams of HEWL have been thor-
oughly measured under diverse conditions, particularly those
leading to the formation of tetragonal and orthorhombic
crystals, and indicate that crystallization of the orthorhombic
crystal form of HEWL is favoured by high temperature and
low ionic strength (Ataka & Asai, 1988, 1990; Howard et al.,
1988; Oki et al., 1999; Guilloteau et al., 1992). This behaviour
suggests that its formation has a positive heat of crystallization
and therefore factors affecting entropy play an important role
in the stabilization of the crystal. Indeed, several crystal
structures belonging to the primitive orthorhombic space
group have been reported and most of them have been
obtained at high temperatures and diffracted to medium/low
resolution (Sharma et al., 2016; Rypniewski et al., 1993; Sato et
al., 2000; Sukumar et al., 1999). One exception is a crystal of
HEWL obtained under a high magnetic field of 10 T (PDB
© 2018 International Union of Crystallography entry lwtn, 1.13 A resolution; Saijo et al., 2005).
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Major conformational changes in the structure of
lysozyme obtained from a crystal with a very low

solvent content
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Almeria, Carretera de Sacramento s/n, 04120 Almeria, Spain. *Correspondence e-mail: acamara@ual.es

A new crystal form of lysozyme with a very low solvent content (26.35%)
has been obtained in the orthorhombic space group P2;2,2, (with unit-cell
parameters a = 30.04, b = 51.68, ¢ = 61.53 A). The lysozyme structure obtained
from these crystals does not show the typical overall fold. Instead, major
conformational changes take place in some elements of the secondary structure
and in the hydrophobic core of the protein. At the end of the central a-helix
(«2), Glu35 is usually buried in the catalytic site and shows an abnormally high
pK. value, which is key to the activity of the enzyme. The high pK, value of this
glutamate residue is favoured by the hydrophobic environment, particularly by
its neighbour Trp108, which is important for structural stability and saccharide
binding. In this new structure, Trp108 shows a 90° rotation of its side chain,
which results in the rearrangement of the hydrophobic core. Conformational
changes also result in the exposure of Glu35 to the solvent, which impairs the
catalytic site by increasing the distance between Glu35 and Asp52 and lowering
the pK, value of the glutamate. Altogether, this new lysozyme structure reveals
major conformational changes in the hydrophobic core and catalytic site that
might play a role in the folding and bactericidal function of the protein.

1. Introduction

Hen egg-white lysozyme (HEWL) has been widely used as a
model protein to study protein crystallization, protein folding,
aggregation and amyloid formation (Gavira, 2016; Swami-
nathan et al., 2011; Dobson et al., 1994). HEWL crystals have
also been used to study structural changes in the presence of
extreme conditions, such as, for example, low humidity and
high pressure (Asai et al., 2004; Yamada et al., 2015; Sukumar
et al., 1999). Biswal et al. (2000) compared 20 crystal structures
of HEWL obtained in different environments in terms of pH,
crystal packing, solvent content and its composition, pressure
and temperature to identify protein regions with differential
flexibility. Considering the backbone residues, the loops 67-73
and 99-103 were classified as highly flexible regions, while the
residues implied to be in the catalytic site were classified in the
rigid region. In the crystals measured under extreme condi-
tions, although the backbone conformation of the catalytic site
was conserved, some relevant changes in the side-chain
conformation and hydration were observed. In general, all of
these changes do not affect the secondary-structure elements,
and the overall fold of HEWL is well conserved.

Lysozyme exerts its function in two ways: by catalysis of
the hydrolysis of the pB-(1,4)-glycosidic linkage between

Acta Cryst. (2019). F75, 687—-696
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Lysozyme crystals dyed with bromophenol blue:

where has the dye gone?
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of Almeria, Carretera de Sacramento s/n, 04120 Almeria, Spain, and bDepartment of Physical Chemistry and Institute of
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Protein crystals can easily be coloured by adding dyes to their mother liquor,
but most structures of these protein—-dye complexes remain unsolved. Here,
structures of lysozyme in complex with bromophenol blue obtained by soaking
orthorhombic and tetragonal crystals in a saturated solution of the dye at
different pH values from 5.0 to 7.5 are reported. Two different binding sites can
be found in the lysozyme-bromophenol blue crystals: binding site I is located
near the amino- and carboxyl-termini, while binding site II is located adjacent
to helices a1 (residues 4-15) and &3 (residues 88-100). In the orthorhombic
crystals soaked at pH 7.0, binding of the dye takes place in both sites without
significant changes in the unit cell. However, soaking tetragonal crystals with
bromophenol blue results in two different complexes. Crystals soaked at pH 5.5
(HEWL-T1) show a single dye molecule bound to site II, and the crystals belong
to space group P452,2 without significant changes in the unit cell (a = b = 78.50,
¢ =37.34 A) On the other hand, crystals soaked at pH 6.5 in the presence of
imidazole (HEWL-T2) show up to eight molecules of the dye bound to site II,
and display changes in space group (P2,2,2;) and unit cell (a = 38.00, b = 76.65,
c=84.86 10\). In all of the structures, the dye molecules are placed at the surface
of the protein near to positively charged residues accessible through the main
solvent channels of the crystal. Differences in the arrangement of the dye
molecules at the surface of the protein suggest that the binding is not specific
and is mainly driven by electrostatic interactions.

1. Introduction

Protein crystals can be coloured by adding various dyes to
their mother liquor and it is easy to distinguish between
protein and salt crystals using this procedure (Raghunathan et
al., 2010). Studies performed with model proteins and several
dyes have shown that the dye is incorporated into the crystals
in a few hours. Interestingly, although protein crystals can
easily be stained with dyes, most of the time these crystals did
not show electron density in the difference maps that could
be used to model the dye molecules (McPherson, 2019;
McPherson & Larson, 2018).

Lysozyme has been used as a model protein to study protein
crystallization, protein folding, aggregation and amyloid
formation (Gavira, 2016; Swaminathan et al., 2011; Dobson et
al., 1994). Indeed, the binding of dyes to lysozyme has been
studied in solution using various techniques (Baugher et al.,
1974; Nishikimi & Yoshino, 1972; Krishnamoorthy & Prab-
hananda, 1982a,b; Wang et al., 2011; Paramaguru et al., 2010).
Interestingly, although lysozyme is used as a model protein in

Acta Cryst. (2020). D76, 845-856
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