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Resumen

La Quinasa de Adhesion Focal es una tirosina quinasa no receptora con un papel fundamental en la
integracion de sefiales de crecimiento y adhesion a la matriz extracelular, localizada en las adhesiones
focales. Es una proteina multidominio de 120KDa, compuesta por los dominios FERM, Quinasa y FAT, en
cuya activacion tiene un papel fundamental PIP2, desencadenando su autofosforilacion y unién de Src lo
que permite la completa activacion de la proteina. FAK esta frecuentemente sobreexpresada en cancer lo
que se relaciona con la capacidad invasiva del tumor, convirtiéndose en una importante diana contra el
cancer. En este proyecto se lleva a cabo la busqueda de inhibidores alostéricos para FAK, en lugar de
inhibidores del sitio ATP, con el objetivo de aumentar la especifidad y disminuir los efectos secundarios.
Para ello, previamente, se realizé6 un Fragment Screening mediante NMR vy Virutal Screening para la
busqueda de moléculas de bajo peso molecular que se unieran a nuestra proteina diana y una posterior
seleccion de estas mediante SRP. En este trabajo nos centramos en el estudio a nivel atémico de la union
entre los compuestos seleccionados y FAK mediante técnicas de cristalizacion y difraccion de rayos X.
Para ello se llevo a cabo la purificacion de la proteina y co-cristalizacion de esta con los diferentes
compuestos, obteniéndose cristales a partir de los que, mediante métodos de difraccién de rayos X, se
obtuvieron los patrones de difraccién. El mapa de densidad electronica del complejo se obtuvo por
analisis informatico, permitiéndonos observar la regién de unién del compuesto a la proteina, asi como los
aminoacidos con los que interaccionaba directamente. En este trabajo se muestra el mapa de densidad
electronica de FAK junto con uno de los compuestos seleccionados.
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Introduccién

La Quinasa de Adhesion Focal (FAK) es una tirosina quinasa no receptora con un papel fundamental en
la integracion de sefiales de crecimiento y adhesion a matriz extracelular [1]. Se localiza en las adhesiones
focales, formadas por complejos de proteinas adaptadoras unidas a las colas citoplasmaticas de las
integrinas que conectan la Matriz Extra Celular (MEC) con los filamentos de actina del interior celular
[2]. Es activada por integrinas y su sefializacion es importante para la migracion, proliferacion y
supervivencia celular [3, 4].

Se trata de una proteina multidominio de 120 KDa compuesta por el dominio FERM en N-terminal,
seguido de un linker de aproximadamente 50 residuos, un dominio quinasa central, una regién de baja
complejidad rica en prolina de aproximadamente 220 residuos y el dominio Focal Adhesion Targetin
(FAT) en C-terminal. Mientras que el dominio FAT es fundamental para la unién de FAK a las
adhesiones focales a través de la union a paxilina, FERM esta implicado en la regulacion catalitica de
FAK [1].

En su estado inactivo, el dominio FERM esta unido al dominio quinasa bloqueando tanto el sitio de
autofosforilacion, Tyr397, como el acceso al bolsillo del sitio activo y al loop de activacion [5]. La
activacion de FAK puede ser iniciada por la union a integrinas y por sefiales procedentes de receptores
de factores de crecimiento [6]. Recientemente se ha descrito el papel de PIP2 en la activacion de FAK [1].




La unién de PIP2 al dominio FERM de FAK, da lugar a la unién de esta a la membrana e induce el
desensamblaje de la conformacion de autoinhibicion, exponiendo el loop de activacion, y el linker con el
sitio de autofosforilacion y el sitio de union para Src, permitiendo la rapida autofosforilacion del residuo
de Tyr397. A continuacién Src se une mediante sus dominios SH2 y SH3 al residuo Tyr397 fosforilado
y al motivo PxxP respectivamente, ambos localizados en el linker. Src lleva a cabo la fosforilacion de los
residuos Tyr576 y Tyr577 en el loop de activacion, dando lugar a la completa activacion de FAK [5]
(Figura 1).
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Figura 1.- Modelo esquematico de la activacion de FAK mediada por integrinas. La adhesion celular
a la MEC mediada por receptores de integrinas, da como resultado la agrupacion de las integrinas y
reclutamiento de proteinas de las adhesiones focales, formando estructuras de adhesion que unen las
integrinas con la actina del citoesqueleto. El reclutamiento de PIP5SK en las adhesiones focales da
lugar a un incremento de los niveles de PIP2 en este punto. PIP2 se une al dominio FERM,
desencadenando la uniéon de FAK a la membrana (pasol). Como resultado los dominios FERM y
quinasa adoptan una conformacion abierta, permitiendo la autofosforilacion de la Tyr397 (paso2) y la
union de la proteina Src (paso3). Src fosforila los residuos Tyr 576 y Tyr 577 del loop de activacion,
dando lugar a la completa activacion de FAK.

El complejo FAK/Src activado actia uniendo y fosforilando un gran ntimero de proteinas presentes en las
adhesiones focales, como paxilina [7] y p130Cas[8], y proteinas de sefializaciéon implicadas en vias de
regulacion de la adhesion, movilidad y fenotipo invasivo, asi como en sefiales de crecimiento y
supervivencia [6]. FAK se encuentra frecuentemente sobreexpresada en varios canceres humanos. Su
sobreexpresion esta altamente correlacionada con la capacidad invasiva del tumor, por ello, FAK se ha
convertido en una importante diana para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer [1].

En los tltimos afios han surgido pequefias moléculas inhibidoras de FAK como quimioterapéuticos. Estos
compuestos pueden ser divididos en inhibidores competitivos del sitio ATP de la quinasa como,
TAE226, PF-573,228, VS-4718, GSK2256098, y compuestos que actian sobre la funcién de andamiaje
de FAK como, C4, R2, Y11 [9]. Sin embargo, estos fArmacos solo bloquean uno de los dos papeles de
FAK en la célula.

El objetivo de este proyecto es el disefio de nuevas moléculas que inhiban tanto la funcién catalitica,
como la funcion estructural de FAK con alta especificad. Para ello se buscan moléculas simples de bajo
peso molecular que puedan funcionar como inhibidores del sitio alostéricos de FAK, en lugar de
inhibidores convenciones que se dirigen al sitio de union de ATP, disminuyendo asi su toxicidad. Se ha
abordado la busqueda de estos inhibidores mediante el Fragment Screening como método de
descubrimiento de nuevos farmacos. El Fragment Screening esta basado en el desarrollo de farmacos a
partir de moléculas de bajo peso molecular (120-150Da) que seran optimizadas racionalmente,
controlando las propiedades del compuesto, hasta el desarrollo de un nuevo farmaco con una buena
eficiencia de union a la proteina [10,11].

El Fragment Screening se realiz0 en etapas iniciales de este proyecto mediante una aproximacion
experimental por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) con 19F y mediante Virtual Screening por
simulacion dinamica molecular. Posteriormente, los compuestos seleccionados, se analizaron mediante
SPR (Surface Plasmon Resonance) (Biacore).

El estudio de la union de estos fragmentos a la molécula diana (FAK) se ha realizado mediante la
determinacion de la estructura tridimensional del complejo por medio de cristalografia de rayos X. Esta es
una de las técnicas fisicas mas potentes, ya que proporciona una fotografia tridimensional a escala
atomica del material cristalizado, para la que se requiere la obtencion de cristales de proteina adecuados.
En un experimento de difraccion de rayos X, cuando un haz de rayos X incide sobre un cristal, hace
vibrar los electrones de estos convirtiéndose en nuevos focos de radiacion X emitida en cualquier
direccion, fendmeno conocido como "dispersion". Estos rayos X emitidos, pueden interferir entre si de



manera destructiva, pero al estar los atomos de un cristal ordenados de manera regular y periddica, en
determinadas direcciones las ondas interfieren constructivamente y se refuerzan para dar lugar a lo que se
denomina "difraccion", cumpliéndose la ley de Bragg. Estos haces difractados inciden sobre un detector
electronico, generandose el espectro de difraccion, mediante el cual se obtiene el mapa de densidad
electronica, a partir del que se realiza el trazado de la cadena polipeptidica y el refinamiento de la
estructura obteniéndose finalmente el modelo estructural de la proteina [12].

Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es llevar a cabo la co-cristalizacion de la proteina FAK junto con una
serie de moléculas de bajo peso molecular previamente obtenidas mediante Fragment Screening. Para ello
es necesario la purificacion de los distintos dominios de la proteina con los que se llevara a cabo la co-
cristalizacion y la busqueda de las condiciones de cristalizacion de estos. A partir de los cristales
obtenidos por co-cristalizacion de la proteina y el compuesto se realizaran experimentos de difraccion de
rayos X que nos proporcionen los patrones de difraccion a partir de los cuales obtendremos el mapa de
densidad electrénica. Mediante el mapa de densidad electronica se pretende evaluar si el compuesto se
une o no a nuestra proteina, region a la que se une, asi como las principales caracteristicas de la union,
aminoacidos con los que tiene una interaccion directa y estructura del sitio de union. Esta informacion nos
permitirda en un futuro, optimizar de manera racional estas moléculas de bajo peso molecular, hasta
moléculas de mayor tamafio que funcionen como inhibidores alostéricos contra FAK como diana contra
el cancer.

Métodos y Resultados

Purificacion de la proteina

Para llevar a cabo los experimentos de cristalografia de rayos X es fundamental la purificacion de la
proteina de la cual se quieren obtener los cristales para difraccion. En nuestro caso se purificaron distintos
dominios de FAK, el dominio FERM 31-399, el dominio quinasa (previamente purificados) y el dominio
FERM 31-405, cuya purificacion se realizé durante mi estancia.

La construccion FERM 31-405 provista de una secuencia Strep tag, se obtuvo por PCR y fue clonada en
el vector de expresion pOPINF (Novagen) mediante la técnica de In-Fusion HD. Este vector proporciona
a la proteina una cola de seis histidinas y un sitio de reconocimiento para la proteasa PreScission en el
extremo N-terminal. Con el vector recombinante se transformo la cepa bacteriana de E.coli XL-1 blue
donde se amplificd y purificé a partir de una Giga Prep (6L de cultivo) siguiendo el protocolo del Kit
Quiagen Plasmid, obteniéndose un total de 12 mg de DNA plasmidico. El plasmido purificado se utilizo
para transfectar dos litro de cultivo de células HEK (Human Embryonic Kidney cells) en suspension. Tras
dos dias y medio de transfeccion a 37°C y 95% de humedad, se recogieron las células por centrifugacion,
y se resuspendieron en Buffer de resuspension (50mM Tris pH7, 200mM NaCl, 5%Glicerol, 2mM
TCEP, 1mM PMSF). Para la extraccion de la proteina se sonicaron las células durante 15 minutos con un
sonicador Vibra Cell 75042. El lisado celular se ultracentrifugdé a 50000rpm y 4°C durante 1h y, tras
recuperar la fraccion soluble (sobrenadante) se pasé por un filtro con un diametro de poro de 0,45um.

La purificacion se realizé a 4°C, mediante distintas técnicas cromatograficas. En primer lugar se realizd
una cromatografia de afinidad a niquel utilizando una columna de afinidad Chelating HP (High
Performance) de 1ml equilibrada con 5 volumenes (5ml) de tampon A (20mM Tris pHS, 500mM NaCl,
5% Glicerol, 10mM Imidazole, 2mM TCEP). Tras alcanzarse los valores basales de absorbancia a
280nm, las proteinas unidas a la columna se eluyeron mediante un gradiente lineal de tampdn con una
elevada concentracion de imidazol, tampén B (20mM Tris pHS, 150mM NaCl, 5% Glicerol, 500mM
Imidazol, 2mM TCEP), en 60 volumenes de columna (60ml), recogiéndose fracciones de 1,9ml. Las
fracciones correspondientes al pico de la absorbancia a 280nm, se analizaron por el electroforesis SDS-
PAGE junto con las muestras correspondientes a las fracciones soluble e insoluble y el FT (Flowthrough
o proteinas no retenidas por la columna) (izquierda, Figura 2).

Posteriormente, se realizé una segunda cromatografia de afinidad, Strep-Tactin, basada en la unién de
nuestra construccion a través la secuencia Strep, péptido sintético de 8 aminoacidos, a la Estreptavidina
de la fase estacionaria. Se utilizé una columna de 5ml equilibrada con 5 voliumenes (25ml) de tampén A
(20mM Tris pH8, 200mM NaCl, 5% Glicerol, 2mM TCEP). Una vez cargada la muestra y alcanzados los
basales de absorbancia a 280nm, la proteina se eluyé con un 100% de buffer de elucion, buffer B (20mM
Tris pHS, 200mM NaCl, 5% Glicerol, 2mM TCEP, 2,5mM Destiobiotina), recogiéndose fracciones de
1,9ml. Las fracciones de interés, coincidentes con el pico de la absorbancia a 280nm se analizaron por el
electroforesis SDS-PAGE junto las muestras Total cargado y FT (centro, Figura 2). Tras esta
cromatografia se obtuvo la proteina practicamente pura, tan solo se observaba una banda contaminante
entorno a los 45KDa de peso molecular en tincion con Coomassie. La secuencia Strep presenta una alta
especificidad de union.



Por 1ultimo se llevé a cabo una cromatografia de filtracion en gel que permite separar moléculas en
funcién de su tamafio. Se utilizd la columna Superdex 200 16/60 Semi Prep (GE Healthcare Life
Sciences) equilibrada con 20mMTris pH8, 200mM NaCl, 5%Gliceron, 2mM TCEP. El volumen méaximo
de muestra que proporciona una buena resolucion en esta columna es de 4,8 ml, por lo que fue necesario
concentrar la muestra obtenida anteriormente (10ml) por centrifugacion a 3800rpm y 4°C, utilizando un
concentrador Centriprep Amicon Ultra System (Millipore) con un tamafio de poro de 10 kDa. La muestra
se carg6 sobre la columna, tras lo cual se comenz6 a pasar buffer GF (Tris pH8 20mM, NaCl 200mM,
5%Glicerol, TCEP 2mM) a la vez que se recogian fracciones de 1,9ml. Tras este tltimo paso se obtuvo el
dominio FERM 31-405 de la proteina con un alto grado de pureza, como puede observarse en el gel
correspondiente a la electroforesis SDS-PAGE final (derecha, Figura 2), que fue concentrada del modo
anteriormente descrito hasta 8mg/ml, pureza y concentracion adecuados para llevar a cabo los
experimentos de union de los fragmentos y posterior cristalizacion.
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Figura 2.- SDS-PAGE al 15% tefiido con Coomassie de los distintos pasos de la purificacion del
dominio FERM 31-405 de la proteina FAK. En el ultimo gel, correspondiente al ltimo paso de la
purificacion, se observa una sola banda de proteina entorno a los 75 KDa correspondiente al dominio
FERM 31-405. MW, patron de peso molecular; T, muestra tras la purificacion.

Fragment Screening

En etapas iniciales de este proyecto se llevo a cabo la busqueda de fragmentos de bajo peso molecular que
se unieran alostéricamente a la proteina diana, FAK. El Fragment Screening, se realizd6 mediante RMN y
Virtual Screening a partir de una libreria de 2000 moléculas del programa de Terapias Experimentales del
CNIO (Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas). Se obtuvieron 60 compuestos con afinidad por
FAK. Se hizo un estudio de interaccion de estos fragmentos mediante SPR, en el que se seleccionaron
aquellos compuestos que se unian a los dominios de la proteina (Tablal).

Construccion Proteina Compuestos
FERM 31-399 FHI17, A8, A10, All, A16, A19, A33, A35, A36, A37, A40, A41, A4S, A46, A47
FERM 31-405 VSCI1, VSC2, VSC4, VSCS, VSC7, VSJ18, VSI19, VSJ20, VSI33, VSJI39, VSJ46
QUINASA VSC1, VSC3, VSC4, VSC7, VSC8, VSJ12, VSJ14, VSJ17, VSJ18, VSI19,

VSJ44, VSJ46, VSCFAKK1, VSCFAKK4, VSCFAKK7

Tabla 1.- Lista final de compuestos seleccionados mediante SPR para cada una de las construcciones
de la proteina.

Co-cristalizacion de FAK con los distintos compuestos

Las distintas construcciones de la proteina FAK se co-cristalizaron con los diferentes compuestos en
placas VDX de 24 pocillos (Hampton Research) utilizando el método de difusion de vapor en gota
colgante empleando las condiciones de cristalizacion de la proteina (PEG 4000 17%, 0.2M MgCI2, 0.1M
Tris pHS8.5, 0.01M TCEP).

El método de cristalizacion de proteinas mediante difusion de vapor en gota colgante se basa en alcanzar
la sobresaturacion mediante difusion de vapor. En este método, una gota formada por un pequefio
volumen de la disolucion de proteina y de la solucion de cristalizacion, se equilibra contra un reservorio
de mayor volumen que contiene la disolucion de cristalizacién a una concentracion superior a la que
quedara en la gota tras mezclarla con la proteina a cristalizar. El equilibrio se consigue por difusion de las
especies volatiles (agua o solvente orgédnico), hasta que las concentraciones de precipitantes en gota y
reservorio se igualan. La concentracion de la proteina y el precipitante en la gota ocurre lenta y
gradualmente, favoreciendo una cristalizacién ordenada [13].

Se mezclaron, 1pl de la disolucion de la proteina (6,5mg/ml en 20mM Tris pHS, 150mM NaCl,
5%Glicerol, 2mM TCEP), previamente incubada con el compuesto, con 1ul de la disolucién de
cristalizacion sobre un cubreobjetos siliconizado, que se invierte para sellar el pocillo con el reservorio,
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de modo que la gota queda colgando hacia dentro del pocillo sellado. Las gotas se equilibraron frente a
500 pl de la disolucion de cristalizacion. Las placas fueron almacenadas a 18°C.

Para la co-cristalizacion del complejo proteina-ligando, es necesario incubar previamente cada uno de los
compuestos, con la construccion correspondiente de FAK, a 4°C durante toda la noche, en un ratio 1:10
(Proteina: Compuesto). La proteina debe incubarse con una solucion sobresaturada del compuesto para
facilitar la uni6n, sin embargo, puesto que los compuestos se encuentran disueltos en DMSO, la relacion
entre la concentracion de proteina y compuesto no debe sobrepasar 1:10.

Se montaron un total de 30 placas de cristalizacién que fueron observadas periddicamente para detectar el
crecimiento de cristales. Se obtuvieron cristales para los compuestos sefialados en negro en la tabla 2. En
la Figura 3 se pueden observar imagenes de algunos de los cristales obtenidos. En algunos casos fue
necesario realizar una ronda de optimizacion de las condiciones de cristalizacion con el fin de mejorar la
forma y tamafio del cristal y en consecuencia la resolucion de este.

Construccion Proteina Compuestos
FERM 31-399 FH17, A8, A10, Al1, Al6, A19, A33, A35, A36, A37, A40, A41, A4S, A46, A47
FERM 31-405 VSCI1, VSC2, VSC4, VSC5, VSC7, VSI18, VSI19, VSJ20, VSI33, VSJ39, VSJ46
QUINASA VSC1, VSC3, VSC4, VSC7, VSC8, VSJ12, VSJ14, VSJ17, VSJ18, VSI19,

VSJ44, VSJ46, VSCFAKK1, VSCFAKK4, VSCFAKK7

Tabla 2.- Lista final de compuestos seleccionados mediante SPR para cada una de las construcciones
de la proteina. En negro se indican los compuestos para los que se obtuvieron cristales con las
condiciones de cristalizacion de la proteina completa.

Figura 3.- Cristales obtenidos mediante co-cristalizacion de la proteina junto con los compuestos
VSJ18, VSJ20 (FERM 31-405), VSC7 y VSJ46 (quinasa) respectivamente.

En aquellos compuestos para los que, empleando las condiciones de cristalizacion de la proteina, no se
obtuvieron cristales, se llevo a cabo una nueva busqueda de las condiciones de cristalizacion empleando
distintos screens comerciales. Para ello se emplearon los robots TECAN 100 y Cartesian MicroSys
(Genomic Solutions) para la dispensacion de las distintas condiciones del screening y preparacion de las
placas de cristalizacion MRC de 96 pocillos (Emeral BioSystems) respectivamente. El robot Cartesian
permite la dispensacion de gotas de 150nl de proteina y 150nl de la disolucion de cristalizacion
formandose gotas de 300nl que se equilibran, empleando el método de difusion de vapor en gota sentada,
frente a 60ul de disolucion de cristalizacion en las placas MRC de 96 pocillos. Estas placas se introducen
en granjas de cristalizacion (Formulatrix), que mantienen la temperatura constate a 18°C y realizan
fotografias de cada uno de los pocillos de cada placa siguiendo la secuencia de Fibonacci que fueron
observadas periddicamente mediante el programa Rock Marker.

En un primer lugar, se empleo el screening comercial JSCG+ (Jena) para todos los compuestos para los
que no se obtuvieron cristales (en gris en la tabla 2). Se intentaron reproducir aquellas condiciones en las
que crecieron cristales en placas VDX de 24 pocillos, mediante el método de difusion de vapor en gota
colgada a 18°C, consiguiéndose cristales de proteina con los compuestos VSC2 y A36.

Se realizaron dos nuevas busquedas de las condiciones de cristalizacion para aquellos compuestos con
los que no se habia logrado la co-cristalizacion junto con la proteina. Se utilizaron los screens comerciales
PACT y WizardCryo (Quiagen). Tras la observacion de las imagenes se intentaron reproducir las
condiciones para las cuales se obtuvieron cristales en placas VDX de 24 pocillos, mediante el método de
difusion de vapor en gota colgada a 18°C. Se obtuvieron cristales para los compuestos FH17, A11, Al6,
A35y A37.
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Figura 4.- Cristales obtenidos mediante co-cristalizacion del dominio FERM 31-399 de la proteina
junto con el compuesto A36 en la busqueda de nuevas condiciones de cristalizacion mediante el
screening comercial JSCG+ (Jena).

No se consiguieron cristales de los compuestos A10, A19, A33, A40, A46 y A47 con el dominio FERM
31-399 y del compuesto VSCS5 con el dominio FERM 31-405. Los primeros se intentaron reproducir a
partir de las condiciones obtenidas para el FH17, puesto que son compuestos analogos a este,
obteniéndose cristales para los compuestos A10, A19, A33 y A40.

Para aquellos compuestos para los que no fue posible obtener cristales mediante la técnica de co-
cristalizacion (A46, A47, VSCS) se llevd a cabo la técnica de Soaking que consiste en introducir un
cristal de proteina en una solucion con alta concentracion del compuesto (ligando) durante 10-30 minutos,
tiempo suficiente para que el compuesto se una si el sitio de union es accesible en el cristal [ 14].

Los cristales obtenidos se recogieron en finos loop de nylon de entre 0.05-1.0mm de didmetro y se
almacenaron en nitrégeno liquido. Con el fin de evitar que los cristales se rompan al ser congelados,
fueron pretratados con una solucion crioprotectora (15% ETG, 22% PEG 4000, 100mM LiSO4 (quinasa)
MgCl12 (FERM), 100mM Tris pH8.5).

Recopilacion y Analisis de los datos de difraccién de Rayos-X

Los experimentos de difraccion se llevaron a cabo en el Sincroton Alba en Barcelona, Espafia. Durante el
experimento de difraccion se hace incidir un haz monocromatico de rayos X del orden de 1A sobre los
cristales obtenidos. El cristal, recogido en el loop, se montd en el extremo de una cabeza goniométrica
que hace girar al cristal en intervalos pequefios, del orden de 0,5°, mientras que sobre él inciden rayos X.
Los haces difractados fueron recogidos sobre un detector electronico (PILATUS 6M).

Poteriormente se procedi6 al analisis de los datos de difraccion obtenidos, en el cual, el objetivo principal
esla determinacion de la densidad electronica, p (xyz), para cada punto de la celdilla elemental cristalina
partiendo del espectro de difraccion. Para ello es necesario la resolucion de la ecuacion Transformada de
Fourier. En ella intervienen unas magnitudes denominadas factores de estructura que corresponden a la
dispersion de los rayos X por los atomos de una celdilla elemental. En realidad son ondas y como tales
pueden describirse por sus modulos y fases [12]. Las fases no se pueden medir experimentalmente, ya que
los datos se recogen en dos dimensiones, por lo que hay que recurrir a distintos métodos para poder
solucionar el problema de la fase. Nosotros empleamos el método de Remplazamiento Molecular, en el
cual, se dispone de un modelo estructural de la proteina que se alinea con la densidad electronica obtenida
de los datos recogidos, y que posteriormente sera refinado usando distintos programas informaticos.
Solucionado el problema de la fase, se calculd la funcion de densidad electronica para cada punto de la
celdilla, y se representaron estos valores obteniéndose el mapa de densidad electronica.

En la imagen central de la figura 5 podemos observar una zona del mapa de densidad elctronica del
dominio quinasa de FAK co-cristalizada con VSC7 en superposicion con la estructura del dominio
quinasa de FAK ya publicada (PDB: 4D5K). Se observa una nube de densidad electronica no alineada
con el modelo (verde) y que no correponde a moléculas de agua u otras posibles moléculas pequeiias
procedentes de la solucion. Esto puede corresponderse con la densidad electronica del compuesto co-
crisalizado con la proteina. Al comparar la estructura quimica de VSC7 (Imagen derecha, Figura 5) con la
nube de densidad electronica se puede observar una alta coincidencia en la forma de ambos. En el mapa
de densidad podemos identificar los aminoacidos con los que interacciona directamente el compuesto,
residuos H482, Q529, L525 y Y528. En pasos posteriores se afiadira al modelo la estructura quimica del
compuesto y se vera si alinea con la nube, comprobando si efectivamente corresponde a este.
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Figura 5.- Izquierda, patron de difraccion del cristal correspondiente al dominio quinasa co-
cristalizado con el compuesto VSC7 con una resolucion de 1.9A. Centro, zona del mapa de densidad
electronica del dominio quinasa con el compuesto VSC7 en superposicion con la estructura del
dominio quinasa de FAK ya publicada (PDB: 4D5K), en la que se observa una nube de densidad
electronica no coincidente (verde) posiblemente correspondiente al compuesto VSC7, asi como los
aminodcidos con los que interacciona este directamente. Derecha, estructura quimica del compuesto
VSCT.

En la figura 6 se muestra la estructura tridimentsional de FAK, en concreto, de los dominios FERM y
quinasa, asi como el linker entre ambos. Se puede observar la localizacion de la zona de union del
compuesto VSC7 que se encontraria unido al dominio quinasa, fuera del sisito ortosterico (sitio ATP), en
uno de los bolsillos alostéricos de la proteina. Estos resultados colocan al compuesto VSC7 como un
potencial candidato a inhibidor alostérico de FAK a partir del cual desarrollar mediante un disefio racional
nuevos farmacos inhibidores de esta proteina.

FERM ~ Quinasa

Figura 6.- Estructura tridimentsional de los dominios FERM (azul) y quinasa (rojo), asi como el
linker entre ambos. La imagen se ha realizado con el programa informatico pymol a partir de la
estructura de FAK ya publicada (PDB: 4D5K) en la que se observa en amarillo la region del dominio
quinasa a la que se une alostéricamente el compuesto VSC7.

Discusion

La proteina FAK actua uniendo y fosforilando un gran numero de proteinas presentes en las adhesiones
focales y proteinas de sefalizacion implicadas en vias de regulacion de la adhesion, movilidad y fenotipo
invasivo, asi como en sefiales de crecimiento y supervivencia [6]. Una desregulacion de su papel como
proteina estructural y sefalizadora desencadena la aparicion de distintos tipos de cancer y su

sobreexpresion estd altamente correlacionada con la capacidad invasiva del tumor[1]. Por ello, FAK
constituye una importante diana para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer.

Este trabajo estd enfocado a la busqueda de nuevos inhibidores alostéricos de FAK mediante Fragment
Screening y el estudio de la unién de estos a la molécula diana mediante técnicas de biologia estructural
que nos permiten conocer, de manera detalla, la zona de la proteina a la que se une el compuesto, la
estructura tridimensional del bolsillo al que se une, o los aminoécidos con los que interacciona de manera
directa. Un conocimiento exhaustivo de las caracteristicas de la uniéon permite, mediante un proceso de



optimizacion quimica racional, el desarrollo de moléculas de mayor tamafio con las caracteristicas
adecuadas para constituir un farmaco efectivo contra FAK.

Diferentes autores del campo de la biologia estructural [12] consideran, la cristalografia de rayos X como
una de las técnicas fisicas mas potentes para la resolucion de problemas estructurales de la materia sélida
ordenada, frente a otras técnicas encaminadas al mismo fin. Esta presenta grandes ventajas, ya que un
estudio estructural proporciona una fotografia tridimensional a escala atomica del material cristalizado.
En el caso de las proteinas permite obtener la estructura tridimensional, incluyendo plegamiento, y
detalles de un gran significado fisico-quimico (distancias y angulos de enlace, estado térmico vibracional
de los atomos, empaquetamiento cristalino, etc.) claves para entender su funcidn biologica. Y presentan la
RMN como técnica alternativa, de alta resolucion, para la determinacion estructural de moléculas en
disolucion, pero esta presenta la limitacion del tamafio molecular que en la actualidad se encuentra
entorno a los 60-80KDa [15].

Un estudio de cristalografia requiere la obtencion de cristales sobre los que desarrollar los experimentos
de difraccion. En este trabajo se ha optado por la co-cristalizacion como método de obtencion de cristales
de la proteina junto al compuesto consiguiéndose muy buenos resultados y aunque hasta el momento,
solo se dispone del mapa de densidad electronica para uno de ellos, este nos ha permitido comprobar que
el compuesto, tal y como se deseaba, se encuentra unido a la proteina en uno de los bolsillos alostéricos
de esta.

Otro autores consideran el soaking como un mejor método de cristalizacion de una proteina junto a un
ligando determinado, por un lado debido a que esta técnica puede ser sistematizada para su empleo en
campafas de High-Throughput Fragment Screening, y a que la unién del ligando no provoca cambios en
las condiciones de cristalizacion de la proteina ya que esta se encuentra cristalizada cuando se pone en
contacto con el compuesto, facilitando el proceso [10]. Sin embargo, la naturaleza de la técnica de co-
cristalizacion es mas fiel a las condiciones celulares, en las que la proteina a la que se unira el compuesto
se encuentra en solucion acuosa y no formando cristales.

Los resultados obtenidos para el compuesto VSC7, nos han permitido corroborar que las técnicas y
metodologia empleadas son las adecuadas para alcanzar los objetivos de este trabajo, por lo que es solo
cuestion de tiempo y trabajo disponer de todos los mapas de densidad electrénica que nos permitan
encontrar y comparar los distintos sitios de unioén y las caracteristicas de esta, seleccionando aquellos
compuestos mas adecuados para el proceso de optimizacion quimica racional que nos lleve al desarrollo
de un nuevo farmaco altamente especifico y eficaz contra FAK.
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