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RESUMEN
Characterization of human K-Ras binding to human RBD Raf-1 domain

MAPK activation cascade in mammals is a signal transduction pathway which permits cell
response to a variety of stimuli. It regulates fundamental processes such as proliferation, differentiation,
apoptosis and cell survival. Impairing this cascade could give rise to different pathologies, which makes
MAPK pathway a promising therapeutic target. ERK cascade is one of the most known MAPK pathways,
in which Ras/Raf signaling proteins participate. Ras is a small GTPase which functions as a nucleotide-
dependent switch between GDP and GTP. Its binding to GTP gives rise to conformational changes which
increase its affinity to Raf. Raf is a protein - serine/threonine kinase whose structure is formed by three
conserved regions involved in the activation and deactivation of the protein and regulating signal
transmission. Most studies of the interaction of Ras and Raf are based on H-Ras and Raf-1. However,
mutated K-Ras results in a great incidence in cancer. Characterization of the manner in which K-Ras and
Raf-1 interact could provide some insights in the development of new treatments against cancer. Cloning
strategy by using recombinant vectors provided the correct tag for purification protocols. The expression
system used for these fusion proteins was based on BL21 or BL21 codon plus strains of E.coli. K-Ras and
Raf-1 purification by using both affinity chromatography and molecular size exclusion chromatography
yielded significant protein levels for the experimental procedure described. Ras binding domain (RBD)
involving residues 51 to 131 of Raf-1 was enough to interact with Ras. Binding characterization by using
techniques such as pull down or isothermal titration calorimetry (ITC) verified the interaction between K-
Ras and Raf-1. Future strategies will include crystallization series in order to structurally define the
binding complex between these two proteins.
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La via de activacion de las MAPK en mamiferos es una ruta de transduccion de sefiales que
permite a la célula responder frente a un amplio rango de estimulos y dirigir procesos como la
proliferacion, diferenciacion, apoptosis y supervivencia celular. La desregulacion de esta ruta estd
implicada en diferentes patologias, lo que la convierte en una diana terapéutica de gran interés. Una de las
vias MAPKs mas conocidas es la mediada por ERK, que se caracteriza por la intervencion de dos
proteinas sefializadoras, Ras y Raf. Ras es una GTPasa pequefia cuya funcién biol6gica queda regulada a
través de su union a un nucleétido guanina GDP o GTP, de forma que su unién a GTP favorece que se
produzca un cambio conformacional que incrementa su afinidad por Raf. Raf es una serina/treonina
quinasa formada por tres dominios conservados, los cuales intervienen tanto en los procesos de activacién
e inactivacion de la proteina como de transmision de la sefial. La mayoria de los estudios de interaccién
entre Ras y Raf descritos hasta el momento se basan en H-Ras y Raf-1. Sin embargo, la incidencia de
cancer cuando K-Ras se encuentra mutada es mayor, por lo que el estudio de su modo de unién con Raf-1
resulta de gran relevancia en el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento. El clonaje en vectores
recombinantes permiti6 la adquisicion de etiquetas que facilitarian la purificacién posterior. El sistema de
expresién utilizado para las proteinas de fusion fueron las cepas BL21 o BL21 codon plus de E.coli. La
purificacion de K-Ras y Raf-1 por cromatografia liquida de afinidad empleando columnas de niquel vy,
posteriormente, por exclusion molecular mostré unos niveles significativos de proteina para el sistema
experimental descrito. EI dominio de unién a Ras (RBD) comprendido por los residuos 51 al 131 de Raf-
1 fue suficiente para mediar su interaccion con Ras. La caracterizacion del modo de unién mediante
técnicas como pull-down o isothermal titration calorimetry (ITC) verificaron la interaccion entre K-Ras y
Raf-1. Las estrategias futuras comprenderan la disposicion de series de cristalizacion que permitiran
definir la estructura del complejo de interaccion.
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1. INTRODUCCION

1.1 Ruta de sefalizacion Ras/Raf/fMEK/ERK

Las principales vias de comunicacion entre el exterior y el interior celular se
fundamentan en cascadas de transduccion de sefiales. Una de las rutas méas estudiadas es la
cascada de las MAPK (mitogen- activated protein kinase), donde proteinas sefializadoras
serina/treonina quinasa median procesos como la expresion de genes, metabolismo, division
celular, morfologia celular y supervivencia. Su actividad puede modificar el estado de
fosforilacién de un amplio rango de proteinas, como factores de transcripcion, proteinas del
citoesqueleto u otras quinasas. Ademas, los cambios epigenéticos de estas enzimas o de las rutas
de sefializacién que regulan pueden resultar en el desarrollo de una variedad de enfermedades
humanas incluyendo céncer, inflamacion o enfermedades cardiovasculares (QIAGEN®, 2014).

Se han descrito cuatro grupos de MAPKSs en mamiferos (Figura 1): ERKSs (extracellular
signal-regulated kinases), p38 MAPKSs, JNKs (c-Jun NH,- terminal kinases) y, menos
estudiada, la via por ERKS5 (extracellular signal-regulated kinase-5) (Wang y Tournier, 2006).
Estas rutas tienen en comun la intervencion de tres componentes basicos, una
MAPKKK/MAP3K/MEKK (MAP Kinase Kinase Kinase), una MAPKK/MAP2K/MEK (MAP
Kinase Kinase) y la MAPK. En mamiferos, existen 14 MAPKKKSs, 7 MAPKKs y 12 MAPKs
(Zhang y Liu, 2002).
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Figura 1. Rutas MAPKs en mamiferos. Clasificacion de las cuatro vias de sefializacién promovidas por MAPKSs en
tres grupos, dependiendo de la respuesta ante estimulos. Factores de crecimiento y estimulos mitogénicos activan la
via de ERK, mientras que la hiperésmosis o el estrés oxidativo y la morfogénesis pueden activar la ruta de p38/JNK o
ERKS5, respectivamente. Esto resulta en una amplia variedad de respuestas que comprenden proliferacion,
inflamacién o formacién del lumen endotelial (CELL SIGNALING TECHNOLOGY®, 2014).

Una gran variedad de receptores intervienen en la activacion de las MAPKSs en
respuesta a diferentes factores, como son los GPCRs (G- Protein Coupled Receptors), RTKs
(Receptor Tyrosine Kinases), integrinas o canales ionicos.



El modo de activacion de la ruta comienza con la union de ligandos, como el EGF
(Epidermal Growth Factor) a los RTKs, resultando en su dimerizacién y posterior
autofosforilacion de los residuos tirosina de sus colas citoplasmicas (Figura 2). Estos residuos
son reconocidos por proteinas adaptadoras como GRB2 (Growth Factor Receptor Bound
Protein-2). GRB2 presenta un dominio SH2, que se une a las tirosinas fosforiladas del receptor,
y dos dominios SH3 que interaccionan con motivos ricos en prolina de otras proteinas. La unién
de GRB2 a los residuos fosforilados del receptor promueve su asociacion con el factor
intercambiador de guanina, SOS (Son of Sevenless), proteina citosolica que se recluta a la
membrana y favorece la disociacion de Ras del GDP. Entonces, Ras se activa uniéndose a GTP
y esto contribuye a que Raf, su efector, se transloque a la membrana celular.

Mientras que Raf reconoce de forma especifica a sus sustratos, MEK1 y MEK2 son
proteinas quinasa de funcion dual que fosforilan ERK1/ERK2 tanto en residuos treonina como
tirosina (Roskoski, 2010). Las MAPKSs se activan a través de la doble fosforilacién del motivo
Thr- Xaa- Tyr, diferente para cada clase de MAPKSs y que, en el caso de las ERKS, se compone
de los residuos Thr- Glu - Tyr (motivo TEY), treonina 183 y tirosina 185.

Growth
Factor

Plasma
Membrane

SH2 domain of
Grb2

Figura 2. Ruta Ras/Raf/MEK/ERK. Se representa la ruta desde el reconocimiento del ligando por el receptor
tirosina quinasa hasta la activacion de Ras mediante la intervencion de SOS. La unidn de Ras a GTP y el cambio
conformacional asociado favorece la interaccion con sus proteinas efectoras, como Raf (NAMRATA HETA, 2013).

Una vez activados, ERK1/ERK2 se translocan al nucleo para fosforilar una serie de
factores de transcripcion, como por ejemplo EIk1 (Serina383 y Serina389) o NF-KappaB.
Sin embargo, la principal diana de las proteinas ERK es RSK (proteina ribosomal de 90 kDa,
quinasa S6), que contribuye a la fosforilacién de c-Fos en la Serina362, de SRF (Serum
Response Factor) en la Serinal03 y de CREB (Cyclic AMP Response Element- Binding
Protein) en el residuo Serinal33.

La cascada de MAPK no es una simple ruta lineal, sino una compleja red de
interacciones donde cada tipo de proteina sefializadora puede estar a su vez formado por varios
subtipos; ademas, participan un nimero variable de adaptadores y proteinas scaffold. Esta ruta
puede interactuar con otras cascadas de sefializacion mediante la intervencion de moléculas
moduladoras como el cAMP. ElI cAMP inhibe el crecimiento de fibroblastos, células del
musculo liso o adipocitos a través del bloqueo de la interaccion de Ras con Raf y, por tanto,
inhibiendo la ruta por MAPKSs (Yehia, 2001).



Un amplio rango de factores de crecimiento y mitdgenos utilizan la sefializacion
Ras/Raf/MEK/ERK para modular la expresion génica y la actividad de las proteinas implicadas
en apoptosis. Las mutaciones en los receptores o en las proteinas Ras/Raf pueden dar lugar a la
activacion constitutiva de la ruta y, por tanto, al desarrollo de cancer. Ras se encuentra mutada
en aproximadamente el 30% de las tumorigénesis en humanos, mientras que mutaciones en b-
Raf se han descrito para el 7% de las mismas, siendo prevalentes en melanomas (70%) o cancer
de tiroides (53%) (Davies et al., 2002). Por ello, se considera esta ruta como una posible diana
terapéutica para el tratamiento de tumores (Bos, 1989) y, de hecho, se han desarrollado
inhibidores de Ras, Raf y MEK, algunos de los cuales se encuentran en fase clinica (McCubrey,
2007).

1.2 GTPasas Ras. Activadores aguas arriba de la ruta de sefializacion
Ras/Raf/MEK/ERK

Ras (rat sarcoma) es una proteina de union a nucle6tidos de guanina que pertenece a la
superfamilia de GTPasas pequefias, un grupo que comprende mas de 150 proteinas y a la que
también pertenecen otras cuatro subfamilias como son Rho, Rab, Arf y Ran, con las que
comparte un 30% de identidad en sus secuencias (Wittinghofer y Hermann, 1995).

El producto de la expresion del gen Ras es una proteina monomérica localizada en
membrana de 21 kDa que funciona como un interruptor molecular, garantizando una respuesta
celular rapida mediante rutas de sefalizacion, entre las que se incluye no sélo la via
Raf/MEK/ERK, sino también PI3K/Akt o RalEGF/Ral. Las GTPasas de pequefio peso
molecular intervienen en procesos celulares como la diferenciacion, division celular, transporte
de vesiculas, ensamblaje nuclear y control de la estabilidad del citoesqueleto (Lundquist, 2006).

Cada célula de mamifero contiene al menos tres tipos de proteinas Ras, conocidas como
H-Ras (Harvey-Ras), N-Ras (Neuroblastoma - Ras) y K-Ras (Kirsten-Ras), codificadas por los
genes HRAS, NRAS y KRAS, respectivamente. A su vez, K-Ras presenta dos isoformas
producidas por procesamiento (splicing) alternativo del mismo gen, K-Ras isoforma A y K-Ras
isoforma B. Las tres clases de Ras difieren en su potencial de activacion de la cascada ERK,
siendo K-Ras un mayor inductor de esta ruta que H-Ras (Moret6 et al., 2009).

Las proteinas Ras se producen como precursores citoplasmicos que requieren de una
serie de modificaciones post-traduccionales para unirse establemente a la membrana. Mientras
gue H-Ras, K-Ras4A y N-Ras son palmitoiladas, K-Ras4B posee una regidn rica en lisinas
(KKKKKK), que une directamente la proteina a la membrana (Kato et al., 1992).

Estas proteinas estan constituidas por aproximadamente 190 aminoacidos altamente
conservados. Sin embargo, la mayoria de las diferencias en las secuencias de H-Ras, K-Ras y N-
Ras se producen en el dominio hipervariable C-terminal, en torno a los ultimos 25 aminoécidos,
como se puede comprobar en la Figura 3. Se considera que estas variaciones pueden estar
implicadas en las distintas funciones biol6gicas de cada proteina (Adjei, 2001).
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Hu F-Ra= 121 FIRIVDTRQAQDLARIYGIPEFIET 3ARTROGVIDAE YT LVEE IRFHE -EFMSFDGERFREE 175
Hu H-Ras=s 121 ARRTVESRQAQDLARSNEIEYIET SARTROGVEDAE YT LVREIRCHELFELNEEDESZEE 160
Hu N-Ras 121 FTRTVDTEQAHELARIYGIFFIETSARTROGVEDAEYILVEEIRJYRMFELNIIDDGETOE 180

Hp F-Ra= 1680 E3ETECVIM 188
Hn H-Ra= 1B1 CMSCECVLE 182

Hu N-Ras=s 181 CHMELECYVVM 189
S

Figura 3. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas correspondientes a K-Ras, H-Ras y N-Ras humanas.
Se muestra el alineamiento de secuencia completa de Ras, aminoécidos 1 al 188-189. Se puede observar identidad en
los residuos del extremo N- terminal, mientras que esta similitud se pierde para el extremo C-terminal.

1.2.1 Estructura de Ras

Los anélisis cristalograficos de varias GTPasas pequefias muestran la presencia de un
dominio catalitico conservado de 20 kDa. Este dominio se compone de 5 hélices a (A1-A5), 6
hojas B (B1-B6) y 5 lazos (loops) polipeptidicos (G1-G5), como se muestra en las Figuras 4A'y
5A. Estos loops o lazos contienen la mayoria de los residuos que coordinan la interaccion, no
s6lo a GDP/GTP, sino también a las proteinas efectoras de Ras.

El lazo G1 (P-loop) se encarga de la union a grupos fosfato, mientras que el lazo G3 une
iones Mg”*. Los iones Mg®* coordinan la interaccion con el fosfato y y B del GTP ademas de
con los residuos Serl7 y Thr35 a través de enlaces hidrdgeno (Briinger et al., 1990). Thr35 se
encuentra conservado en todas las GTPasas pequefias y esta presente en el lazo G2. El lazo G4
contiene una secuencia consenso (NKXD) con residuos Lys y Asp que interaccionan
directamente con el nucleétido, mientras que parte del lazo G5 reconoce a la base guanina
(Paduch et al., 2001).

Figura 4. Estructura de Ras. (A) Dominio G de Ras. Se indican los dominios conservados, asi como la unién al
nucleétido y al ion Mg?* (Vetter y Wittinghofer, 2001). (B) K-Ras humana formando un complejo con GTP (PDB
3GFT). Se muestra la disposicion en forma de hélices o y hojas B descrita para K-Ras. (Tong et al., enviado para su
publicacion).



Existen dos estados conformacionales de Ras (Figura 5): uno activo, unido a GTP, que
facilita la interaccion con otras proteinas, y otro inactivo, unido a GDP. La comparacion entre la
estructura descrita para Ras®™ y la de Ras®® muestra un elevado grado de similitud a excepcion
de dos regiones de aproximadamente 10 aminodcidos cada una: una primera region de
reconocimiento y contacto directo en la interaccion, switch | (residuos 32-38) definida por el
lazo G2/B2, y una segunda region proxima a la union con el efector, switch 11 (residuos 60-75)
en la region B3/A2 (Herrmann, 2003). Estas regiones son responsables de los cambios
conformacionales producidos en el intercambio de nucleétidos y, por consiguiente, de la
afinidad a sus efectores y proteinas reguladoras.

Figura 5. Esquema del dominio catalitico de las proteinas GTPasas pequefias. (A) Complejo Ras- GppCp - Mg?*
(PDB 5P21). Conformacion activa de Ras unida a GppCp, un analogo no hidrolizable del GTP. Se indican las cinco
hélices o (A1-A5), seis hebras B (B1-B6) y cinco lazos polipeptidicos (G1-G5). (B) Complejo Ras- GDP - Mg?*
(PDB 4Q21). Conformacion inactiva unida a GDP. Los cambios conformacionales se manifiestan en las regiones del
switch | 'y switch Il (Paduch et al., 2001).

Las estructuras obtenidas a través de RMN y rayos X muestran un incremento en la
movilidad del switch | y switch 11 para el estado inactivo unido a GDP respecto a Ras®™ De
acuerdo con el mecanismo propuesto por Filchtinski et al. (2010), los &omos de oxigeno
pertenecientes al grupo fosfato y del GTP forman dos puentes de hidrogeno con los grupos NH
de los residuos Thr35 y Gly60 de Ras. Al liberarse del grupo fosfato, estos enlaces se rompen,
resultando en el estado relajado y en el aumento de la movilidad del switch | y switch Il. Por
tanto, la rigidez de esta regién, adoptada ante su unién a un nucleétido guanosina concreto, se
relaciona con su capacidad para interaccionar con sus efectores.

1.2.2 Activacién de Ras: the molecular switch

El proceso de activacion y desactivacion de Ras consiste en una variacion entre su
conformacion activa unida a GTP y su conformacion inactiva unida a GDP (Figura 6).

El mecanismo de activacion y desactivacion de las GTPasas pequefias como Ras se
fundamenta en la intervencién de dos proteinas: GEFs (Guanine- Exchange Factor) y GAPs
(GTPase- Activating Proteins). Las GEFs como SOS se insertan en regiones proximas al P-loop
y al sitio de unién del Mg®*, inhibiéndose la interaccién con el GDP a través de un cambio en la
disposicion del switch 1. Sucesivamente, esto provoca que el switch | se aleje de la guanina.
Asi, queda eliminado cualquier contacto con el GDP, que se libera al citoplasma.



El GEF se disocia rapidamente de Ras y, como la concentracion de GTP es mayor que la de
GDP en el citoplasma, Ras puede volver a cargarse con un grupo GTP (Der, 2006).

Activating
signal
Bi Ras-GDP \+ GTP
GAP1™ cbhC25
GAPS pl120-GAP S0S GNEFS
Neurofibromin C3G
Hs0 Ras-GTP GDP

Effectors

Cellular responses

Figura 6. Proceso de activacion y desactivacion de Ras. GNEFS = Guanine Nucleotide Exchange Factors; GAPS
= Guanine triphosphate- Activating Proteins; GDP = Guanosine Diphosphate; GTP = Guanosine Triphosphate; SOS
= Son of Sevenless. Se muestra un balance entre la accion de GAPs y GNEFs. El ataque nucleofilico de una molécula
de agua y la liberacion de un grupo fosfato inorgénico se lleva a cabo por GAPs como GAP1, pl20-GAP o
neurofibromina. Por otra parte, las GNEFs como CDC25, SOS o C3G favorecen la entrada de un nuevo GTP a partir
de la salida del GDP anterior (Adjei, 2001).

Cabe mencionar que la actividad intrinseca de Ras como GTPasa es baja y, por ello,
requiere de otras proteinas que potencien su accion. Las GAPs estimulan la hidrélisis del GTP
al que se encuentra unido y la inactivacion de su funcion sefalizadora. Las proteinas GAPs
aportan residuos cataliticos adicionales (dominio arginina) que promueven la liberacion de un
fosfato inorganico mediante ataque nucleofilico de una molécula de agua (Resat et al., 2001). El
balance entre la actividad de las GEFs y GAPs determinara el estado de Ras.

Ras debe encontrarse en la membrana plasmatica no s6lo para su activacion mediada
por SOS, sino también para proseguir con la ruta de transduccion y transmitir la sefial a sus
efectores, entre los que se encuentra la serina/treonina quinasa Raf-1.

1.2.3 Papel de Ras en el desarrollo de cancer

El desarrollo de tumores se asocia hormalmente a mutaciones puntuales que afectan a
los codones 12, 13 o 61 del proto-oncogén Ras (Prior et al., 2012). Las mutaciones en estos
sitios conservados resultan en una ganancia de funcion de la proteina, que permanece
constitutivamente activada y unida a GTP, dando lugar al 15 - 20% de los tumores malignos en
humanos.

A pesar de que una mutacion en cualquiera de los tres genes que codifican las distintas
variantes de Ras puede dar lugar a la aparicion de carcinoma, la incidencia de cancer cuando
KRAS se encuentra mutada es mayor. De hecho, las mutaciones activadoras en KRAS se
detectan con mayor frecuencia en tejidos derivados del endodermo, como el del pulmén (35%),
pancreas (95%) y colon (30%), indicando con esto la posibilidad de que dicha mutacion afecte a
un precursor endodérmico o célula madre (Quinlan et al., 2008).



Las mutaciones en HRAS estan relacionadas con carcinomas de rifion o pancreas, mientras que
los melanomas, carcinomas hepatocelulares o enfermedades hemoliticas se asocian con
mutaciones en NRAS.

Una de las mutaciones méas prevalentes consiste en el intercambio de una glicina por
una valina en el codon 12 (G12V). Esta mutacion no s6lo ocasiona que Ras reduzca su actividad
GTPasa intrinseca, sino que también pierda afinidad por las GAPs, lo que da lugar a que
permanezca unida a GTP. Asi, la ruta permanece constitutivamente activa y la célula procesa
continuamente las sefiales que favorecen su proliferacion e inhiben su apoptosis. La mutacion
G12V en KRAS se emplea actualmente como biomarcador de cancer colorrectal (30%) (Liu et
al., 2011) o adenocarcinoma de pulmon (15-25%) (Carpefio y Belda-Iniesta, 2013).

1.3 Proteinas serina/treonina quinasas Raf

La familia de las proteinas quinasas desarrolla un papel fundamental en practicamente
todos los procesos biolégicos del organismo. Esta familia consiste en 518 genes, siendo por
tanto una de las familias de genes més extensa. Dependiendo del residuo fosforilado, estas
enzimas se clasifican en proteinas serina/treonina quinasa (385 miembros), proteinas tirosina
quinasa (90 miembros) y proteinas estructuralmente similares a tirosina quinasa (43 miembros)
(Roskoski, 2010).

Raf es una proteina serina/treonina gquinasa con 648 pares de bases y peso molecular de
75 kDa que fue descubierta en relacion con los estudios realizados en los oncogenes retrovirales
v-raf y v-mil, de ahi la denominacién 'Raf' (rapidly accelerated fibrosarcoma) (Leicht et al.,
2007). En este ensayo se trabajara con Raf-1, también conocida como c-Raf-1 o c-Raf. Raf-1
fue descubierta en 1985 y su funcidn se relaciona con el metabolismo celular, la regulacion de la
funcién neuroldgica o la activacion de caspasas en respuesta a estimulos concretos, como la
apoptosis mediada por macréfagos o la diferenciacion eritroide (Baccarini, 2005).

Mientras que Raf-1 se expresa constitutivamente, las otras dos formas de Raf (a-Raf y
b-Raf) son especificas de tejido. La expresion de a-Raf es abundante en tejidos reproductivos, al
contrario que b-Raf, que se detecta predominantemente en el cerebro. También se han descrito
homologos de Raf en organismos como Caenorhabditis elegans o Drosophila melanogaster
(Pumiglia et al., 1995).

1.3.1 Estructuray sitios de fosforilacion de Raf

La estructura de las proteinas Raf quinasas esta formada por tres dominios conservados
(CR), como se indica en la Figura 7: CR1, CR2 y CR3. CR1 se localiza en la regién N-terminal
y se compone del dominio de unién a Ras (RBD) y del dominio rico en cisteinas (CRD).
También posee un motivo capaz de unirse a dos iones zinc (zinc finger). CR2 es un dominio
rico en residuos serina/treonina que contiene sitios de fosforilacion que median interacciones
con otras proteinas, como por ejemplo, con la proteina reguladora 14-3-3. Sin embargo, 14-3-3
también puede unirse a la region C-terminal tras el dominio proteina quinasa (CR3) (Roskoski,
2010).
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Figura 7. Organizacién de las quinasas Raf. CR1, CR2 y CR3 indican la localizacién de las tres regiones
conservadas, siendo CR3 la region encargada de la activacion. Se muestra la numeracion de los distintos sitios de
fosforilacion serina (S), treonina (T) y tirosina (Y), asi como el sitio de union de la proteina 14-3-3 en la regién C-
terminal (Roskoski, 2010).

Raf-1 permanece en una conformacién inactiva por medio de la interaccién de la
proteina 14-3-3 con los residuos fosforilados Ser259 y Ser621. Al producirse el estimulo
mitogénico, Ras y PPP2R1A actlan cooperativamente en la activacion de la quinasa a través de
la fosforilacion en los residuos Ser338, Tyr341, Thr491 y Ser494.
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Figura 8. Estructura de b-Raf humana unida al inhibidor sorafenib (PDB 1UWH). Se muestra parte del
segmento de activacion que enlaza el dominio N-terminal (superior) y el C-terminal (inferior). El lazo rico en glicina,
responsable de la unién a ATP, se muestra en el dominio N-terminal. El sitio catalitico permanece unido a sorafenib,
un inhibidor competitivo del ATP, aprobado por la FDA para el tratamiento de cancer avanzado de rifién e higado. La
conformacion de determinados segmentos de la hélice a puede variar, como es el caso de la hélice aC en el 16bulo
pequefio (Roskoski, 2010).

El dominio proteina quinasa esta formado por un primer lI6bulo N-terminal pequefio,
constituido por una lamina [ antiparalela y cuya funcion consiste en la orientacion y disposicion
del ATP por medio de un lazo rico en residuos de glicina. Por otro lado, este dominio
conservado posee un segundo lébulo C-terminal grande, que dirige la interaccién con MEK1/2.

El sitio catalitico se encuentra localizado entre ambos I6bulos. El grado de apertura y
disponibilidad del sitio catalitico viene determinado por la disposicion de estos I6bulos. La
forma abierta permite la entrada de ATP y la liberacion de ADP del sitio activo. La forma
cerrada aproxima espacialmente residuos responsables de la catalisis.



1.3.2 Papel de Raf en el desarrollo de cancer

Las proteinas Raf también se relacionan con procesos oncogénicos. En concreto, c-Raf
es la forma predominante en mediar la proliferacién en cancer de ovario, metéstasis en cancer
de prostata, ademas de lograr la desregulacion en la expresion de genes supresores como p53
(Leicht et al., 2007). A su vez, la sobreexpresion de c-Raf en un entorno determinado puede
inducir su potencial oncogénico. Esta proteina se encuentra sobreexpresada en las tumorigénesis
de pulmon, higado o prostata.

Sin embargo, es b-Raf la que se encuentra desregulada en la mayor parte de los canceres
humanos, resultando en el 66% de los melanomas (Davies et al, 2002). También se asocia a
carcinomas de colon, glandula tiroide y tracto biliar. La mayoria de las mutaciones afectan al
dominio quinasa de Raf, localizado en los exones 11 y 15, y modifican los residuos que
estabilizan a la quinasa en la forma inactiva. Se han descrito mas de 100 mutaciones en Raf,
siendo V600E la de mayor prevalencia, responsable de hasta el 44% de los casos de melanoma
(Matallanas et al., 2011). La mutacion D594V es la més asociada a la prevalencia de cancer y da
lugar a la alteracién de la actividad quinasa de la proteina (Wan et al., 2004). En el caso de a-
Raf, los niveles elevados de proteina estan asociados a carcinomas escamosos de cabeza y
cuello, asi como carcinomas de colon.

Actualmente, Raf es considerada una importante diana terapéutica en el tratamiento del
cancer, a través del desarrollo de inhibidores de su actividad quinasa, oligonucle6tidos que
reduzcan su nivel de expresion o péptidos que eviten su interaccion con Ras.

1.4  Estudios previos de interaccion Ras-Raf

La interaccion con Raf-1 requiere de la conversién de Ras de su estado inactivo unido a
GDP a uno activo unido a GTP, lo que contribuye a que la quinasa pueda ser reclutada hasta la
membrana plasmatica y ser posicionada de forma Optima para su activacion. Esta interaccion
resulta bastante compleja y el mecanismo de activacion de Raf-1 puede implicar también a una
coleccion de proteinas adicionales independiente de Ras.

Esta unién se produce a través del dominio de unién a Ras (RBD) contenido en los
residuos 51-131 de Raf-1. La estructura de RBD de Raf-1 se ha elucidado por RMN y se
muestra en la Figura 9. Consiste en una lamina 3 de 5 hojas, una hélice a de 12 residuos y un
codo o giro adicional (Emerson, 1996). Actualmente, se han catalogado mas de 90 proteinas
humanas que contienen el RBD (Patel y C6te, 2013), incluyendo las quinasas PI3K y los
reguladores de la sefializacion por proteinas G (RGS).

Figura 9. Dominio de unién a Ras (RBD) de c-Raf-1 (PDB 1RFA). Estructura del RBD de c-Raf-1 humano en
solucion, descrito mediante resonancia magnética nuclear (RMN). EI RBD comprende la secuencia de aminoacidos
del CR1 de c- Raf [51-131] (Emerson, 1996).



La asociacién del RBD con Ras es una interaccién de elevada afinidad (kD= 20 nM)
mediada inicialmente por los residuos GIn66, Lys84 y Arg89 de Raf-1 (Morrison y Cutler,
1997) (Block et al., 1996). Raf-1 interacciona de manera diferencial con los distintos
componentes de la subfamilia Ras a través del residuo Lys84. Los RBDs de todas las proteinas
efectoras de Ras comparten un plegamiento comdn y se unen al mismo epitopo en Ras. Ademas,
los complejos Ras-RBD se forman a través de una hoja 3 antiparalela entre f1 y f2 del RBD y
B2 y B3 de Ras, como se puede observar en la Figura 10.

90° 90;
A o) B & \Y

Figura 10. Interacciones Ras-Raf. (A) Complejo formado entre Raps, un andlogo de Ras (amarillo), unido a GTP, y
Raf (rosa) a partir de la estructura cristalina (PDB 1GUA), mostrandose las regiones de switch I y switch Il en rojo.
(B) Raps®™ y Raf se han girado 90° para exponer las interfaces de unién entre ambas proteinas (azul) (Filchtinski et
al., 2010).

Drugan et al (1996) realizaron un estudio in vitro que demostr6 cémo los residuos 51 al
131 de Raf-1, correspondientes al RBD, interaccionan con los residuos 33 al 41 de la regién
efectora de Ras. Ademas, mutaciones alejadas del RBD dan como resultado una interaccion
débil y una interrupcion en la sefializacion mediada por Ras, sugiriendo que otros elementos de
reconocimiento podrian estar involucrados. Esto se corresponde con el dominio rico en cisteinas
de Raf-1 (residuos 139-184) que interacciona con Ras tanto in vitro como in vivo. Mutaciones
en esta regiodn reducen la interaccién Ras-Raf-1 hasta en un 55% y la actividad quinasa de Raf-1
en un 60-90% (Chow, 1995).

El modelo de activacion de Raf descrito por Morrison y Cutler (1997) y estudiado
posteriormente por Baccarini (2005) postula que, inicialmente, el estado inactivado de esta
proteina viene determinado por la interaccion entre su dominio N-terminal y el dominio
quinasa, anulando asi la actividad catalitica de la enzima. Esta autoinhibicion intramolecular
viene favorecida por 14-3-3, que se une al residuo fosforilado Ser459 y oculta al dominio rico
en cisteinas (CRD), ademas de por la chaperona hsp90 y p50.

Al activarse Ras mediante su unién a GTP, se produce un cambio conformacional en las
regiones switch | y switch II, hecho de vital importancia en la interaccion con sus efectores
(Patel y Coté, 2013). La fosfatasa PP2A también contribuye en la activacion de la quinasa a
través de la defosforilacion del sitio inhibidor Ser259, que permite el reclutamiento de Raf en la
membrana y su union a Ras®™. Asi pues, el dominio RBD de Raf-1 se une a Ras, lo que
desplaza a 14-3-3 y hace accesible al CRD.

La union del RBD y del CRD a Ras resulta en la fosforilacion de los residuos
activadores en el dominio quinasa (CR3), favoreciendo un cambio de conformacién de Raf-1
que expone el dominio CR3. En esta condicion, 14-3-3, que también posee funcion activadora,
podria interaccionar con el sitio Ser621 para estabilizar la conformacion abierta de Raf-1. La
inactivacién de Raf-1 se basa en la actividad de ERK y PKB.
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Figura 11. Modelo de activacion de Raf-1. (a) Raf en estado inactivo. (b) Interaccion inicial a través del RBD. (c)
Unidn del CRD y posterior apertura de la conformacion de Raf para permitir el acceso del CR3. (d) Fosforilacion del
dominio CR3 (Morrison y Cutler, 1997).

Probablemente el estudio mas relevante sea el de Filchtinski et al (2010) que sefiala, por
una parte, que la especificidad en la interaccion y la afinidad de unién de Ras®™ y Raf-1 viene
determinada por la flexibilidad de la regién del switch I, y no por el tipo de nucleétido unido. La
interaccion previa entre SOS y Ras induciria un movimiento de esta regién que dejaria
disponible el sitio de unién a nucleétidos. Por otra parte, los resultados de este trabajo muestran
como la flexibilidad de la region del switch | es mayor en la forma Ras unida a GDP. En la
forma unida a GTP, Ras puede interaccionar con varios RBD con constantes de disociacion
alrededor de 0,1-3 uM. Sin embargo, en el estado unido a GDP, la afinidad entre estas dos
proteinas se ve reducida hasta 1000 veces.

En conclusidn, el estudio de la ruta de sefializacion Ras/Raf/MEK/ERK resulta de vital
importancia, no s6lo en la comprension de la activacion de las diferentes proteinas implicadas,
sino también en el establecimiento de nuevas dianas moleculares para el tratamiento del cancer.
Mientras que la estructura cristalografica del complejo ya ha sido descrita para H-Ras y Raf-1
(PDB 4GON), asi como para diferentes analogos, poco se conoce acerca de K-Ras. La
descripcion estructural y biofisica del modo de unidén entre K-Ras y Raf-1 supondria un avance
innovador en el desarrollo de inhibidores de su interaccion en los casos en que Ras fuera
oncogénica.

2. OBJETIVOS

Dada la importancia de la ruta de sefializacién por MAP kinasas en la proliferacion y
diferenciacion celular, y el papel de su desregulacion en el desarrollo de procesos
carcinogénicos, resulta de especial interés conocer a fondo como ocurre la interaccion entre Ras
y su efector, Raf, con tal de poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas, como el disefio de
péptidos que podrian utilizarse como farmacos anticancerigenos, actuando en la diana de esta
interaccion.
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Por ello, la finalidad de este trabajo sera estudiar el modo de interaccion entre K-Ras y Raf-1,
para lo cual se recurrird a técnicas de clonaje mediante el empleo de etiquetas, sobreexpresion
en procariotas y purificacion por cromatografia liquida.

La caracterizacion y el estudio de la union se llevardn a cabo mediante pruebas de
afinidad como el pull-down o a través de técnicas biofisicas como la calorimetria isotérma de
titulacion (ITC).

3. MATERIAL Y METODOS

Para realizar el estudio del modo de interaccion entre las proteinas K-Ras y Raf-1, se
emplearon diversas técnicas de ingenieria genética, microbioldgicas, bioquimicas,
cromatograficas y biofisicas que se describen a continuacion.

3.1 K-Ras

3.1.1 Clonaje

La finalidad de la sintesis de K-Ras como proteina recombinante sera obtener una
proteina que facilite los analisis de sobreexpresion, purificacion y posterior interaccion con Raf-
1. Para ello, se trabaj6 con la isoforma B de K-Ras. La secuencia codificante del gen KRAS
tiene una longitud de 564 pb, que se traduce en una proteina de 188 aminoacidos, con peso
molecular de 21 kDa y punto isoeléctrico aproximado de 8,24.

En este trabajo se parti6 de los insertos codificantes tanto para el tipo silvestre humano
(WT) de K-Ras isoforma B como para el mutante (V12), ligados en vectores pBabe y
procedentes del Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO) de Madrid.

Inicialmente, se amplificaron las regiones correspondientes a dichos insertos por PCR,
partiendo de las condiciones mostradas en la Tabla 2 del Anexo I. La secuencia de pares de
bases de los oligonucleétidos empleados (Sigma- Aldrich®) se representa en el Anexo Il. Dichos
oligonucleétidos se disefiaron para llevar a cabo la estrategia de clonacion LIC (ligation
independent cloning).

El principio de ligacién por LIC consiste en un sistema de clonaje en el cual no se
emplean enzimas de restriccién ni ligasas y que confia en la actividad de la T4 DNA
polimerasa, la cual cataliza la sintesis de DNA de 5' — 3', mientras que tiene actividad
exonucleasa de 3' — 5'. De esta forma, se generan extremos cohesivos que favorecen la ligacion
de vector e inserto (Figura 12).

Se prepar6 un gel de agarosa (Pronadisa®) al 1%, utilizando tamp6n TAE 1X y
afiadiéndole 2,5 uL de GelRed (Biotium®). Se tomaron 5 pL de producto de PCR, ademas de 2
puL de Blue 6X Loading Dye. El marcador de pesos moleculares fue DNA Ladder 1 kb
(Nippon®) y se cargaron 3 pL. El gel se someti6 a 100V en una cubeta de electroforesis
Biostep® durante al menos 20 minutos. Tras verificar la amplificacion correcta del DNA, se
purificaron los productos de PCR con el kit E.Z.N.A® Cycle-Pure Kit (Omega Bio-Tek, Inc.).

12



1. 2.
—
[ e re——— I
—
Tangst gene
LICplasmid

a [ cweve 4
PCR and paurify
‘ , e — b
T4 polymerase ﬂ

nuch x
Andid ectide T4 polymerase and nuclectide ¥

C

recked construct intact LIC construct

Figura 12. Ligation independent cloning (LIC). La estrategia de ligacion por el método LIC comienza con la
digestion del vector recombinante con una enzima de restriccion (1a) y su tratamiento posterior con la T4 polimerasa,
afiadiendo el nucledtido dTTP (1b) para generar los extremos cohesivos que ligaran con el inserto. El inserto,
resultado de la amplificacién con cebadores disefiados para llevar a cabo la estrategia por LIC (2a), es purificado (2b)
y tratado con la T4 polimerasa y con el nucleétido dATP (2c). Se produce la ligacién de vector e inserto (3a), y este
vector recombinante es transformado en el sistema correspondiente (3b) (Bonsor et al., 2006).

Posteriormente, los vectores recombinantes empleados en este estudio se linealizaron
mediante la digestion con la enzima de restriccion Kpnl (New England Biolabs®), incubando
durante 2 horas en termobloque Thermomixer comfort (Eppendorf®) a 37°C en la siguiente
mezcla de digestion: 27 uL de vector, 2 uL Kpnl (New England Biolabs®); 3,5 pL buffer 1
(New England Biolabs®); 0,35 uL BSA 'y 2,15 uL H,0.

Los vectores utilizados en este trabajo se conocen como pNKI, pNSI y pMBKI,
cuyos productos proteicos presentan una etiqueta escindible con la proteasa 3C. El vector pNKI
procede del Netherlands Cancer Institute, mientras que los vectores pNSI y pMBKI fueron
generados en laboratorio. El esquema de estos vectores se muestra en la Figura 13.

T7 Rev primer 6347..6364 T7 Rev primer 5261..5278
6271 Xhol (1) 5185 Xhol (1) |
6259 Kpnl (2)| 5169 Kpnl m‘
6219 Kpnl (2) | 5129 Kpni (2 |
3C Protease site6190..6213 3C Protease site 5104..5127 I
6184 Nhel| ‘ 3C protease site 5104.. 5127‘
MBP: 5071..6183 6*his-tag 5077... 5094

5069 Nl 1| ‘ FLoN 29,38 SOGQNKO,“)‘ F1 0ri29..335

T7 (Fwd primer) 4984..5003, _\ [ | Mi3origin12.467 T7 (Fwd primer) 4984..5003 H M13 origin 12..467
\
) D‘ N ,ﬁ

\ KanR 1375..563 ‘\ KanR 1375..563
/ N~ ‘
/ \
/ pMBKI ; PETNK-his3C- \

LIC-kan g |
5347 bp |

/ /
/N
/d CoIEl origin 1421..2103 ’/ ColE1 origin 1421..2103

Figura 13. Esquema de los vectores pMBKI y pETNKI. Se muestran los sitios de unién de los cebadores, asi como
el sitio de corte de la proteasa 3C y los sitios de corte de las enzimas de restriccion Xhol, Kpnl y Ncol.

El vector pMBKI, empleado en los ensayos de clonaje, posee resistencia a kanamicina y
codifica para la etiqueta MBP (Maltose Binding Protein). El vector pETNKI (NKI) tiene
resistencia a kanamicinay, al igual que el vector pNSI, codifica para la etiqueta N-terminal de 6
histidinas (Figura 14). Sin embargo, la resistencia de pNSI es a espectinomicina.
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Figura 14. Esquema del sitio de clonaje del vector pETNKI-his3C-LIC-kan. La secuencia de pares de bases se
indica con diferentes colores conforme a los sitios de unién de los cebadores (azul), sitios de corte de las enzimas de
restriccion (rojo), secuencia codificante para la etiqueta de polihistidinas (naranja) y secuencia codificante para el
sitio de corte de la proteasa 3C (verde). La secuencia correspondiente a la proteina recombinante (inserto) vendra
delimitada por los sitios de corte de la enzima Kpnl. La secuencia de la proteina de interés estard inmediatamente
precedida por la secuencia aminoacidica MAHHHHHHSAALEVLFQGP relativa a las 6 histidinas y el sitio de corte
de la proteasa 3C.

Tras la digestion de los vectores pNKI, pNSI y pMBKI, los insertos de K-Ras -
resultado de la PCR - se trataron junto con los vectores empleando la siguiente mezcla: 4 pL
buffer de la T4 DNA polimerasa; 0,5 pL. dATP (inserto) y dTTP (vector); 0,2 uL. T4 DNA
polimerasa; 15,3 uL de producto de PCR o vector purificado.

Las mezclas se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos, seguido de 10
minutos a 70°C en termobloque (Eppendorf®). La ligacién se efectud mezclando 2 pL de vector
tratado y 2 pL de inserto tratado para las diferentes combinaciones, esto es, el inserto de K-Ras
WT y V12 humanos, con los vectores pNKI, pNSI y pMBKI. En total resultaron 6 ligaciones
distintas. Estas mezclas se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente, afladiendo tras esto 2
uL de EDTA 50 mM, y finalmente incubando 10 minutos a temperatura ambiente.

El siguiente paso consistié en la transformacion bacteriana por choque térmico (Heat
Shock) en células competentes quimicamente de la cepa DH5a de E. coli (Stratagene®),
empleadas especificamente para estudios de clonaje. DH5a incrementa la estabilidad del inserto
y mejora la calidad del DNA plasmidico extraido por minipreps.

Inicialmente, se procedid a la descongelacidon progresiva de las células competentes,
manteniéndolas en hielo. Se afiadio todo el contenido de la ligacion y se incubd en hielo 10 min
para acabar de descongelar. EI choque térmico consistié en la incubacion a 42°C durante 1 min
30 s, de acuerdo a lo estipulado para la cepa DHS5a. Se devolvieron los tubos al hielo,
dejandolos 5 min para reducir el dafio. Finalmente, se afiadieron 200 pL de LB, sin antibiéticos
y se incubd a 37°C durante 1 h y con agitacion a 450 rpm. Pasada la hora de incubacion, se
sembré toda la solucion de la transformacion en placas Petri con agar LB (Pronadisa®) y
kanamicina 33 pg/mL o espectinomicina 100 pg/mL (Sigma- Aldrich®), segin la resistencia del
vector. Se dejo incubando a 37°C durante 24 horas.

Tras esto, se llevo a cabo una PCR de colonia a partir de las colonias crecidas en cada
placa con objeto de comprobar si el vector habia incorporado el inserto y poder distinguir
aquellas colonias que presentaban el inserto ligado correctamente. Se tomaron 7 colonias de
cada una de las 6 placas bajo las condiciones de PCR indicadas en la Tabla 3 del Anexo I.
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Los productos de PCR se visualizaron mediante un gel de agarosa al 1%. Se inocularon
cultivos de 5 mL de caldo LB con 5 pL de kanamicina 33 pg/mL o espectiomicina 100 pg/mL
para las colonias que resultaron positivas: K-Ras WT H en pNSI y pMBKI, y V12 en pMBKI.

A partir de estos cultivos, se extrajeron los plasmidos mediante el kit de minipreps
(Epoch Life Science, Inc.), se midieron los valores de concentracion en ng/uL mediante
Nanodrop y se mandaron 5 uL de cada muestra a secuenciar al Servicio de Secuenciacion del
Instituto de Biomedicina de Valencia (CSIC).

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el programa informético ApE v.2.0.36
y se comprobd qué plasmidos presentaban el inserto deseado. Para esto, el programa permite
identificar los ORF de la secuencia y seleccionar aquel correspondiente con el inserto de K-Ras.
Una vez definido este ORF, se compard la secuencia de pares de bases de la muestra con la
secuencia del Uniprot de K-Ras (P01116), confirmando asi el alineamiento completo y la
mutacion de cambio de glicina por valina en el residuo 12 para el fenotipo mutado.

3.1.2 Estudios de expresion a pequefia escala

El vector recombinante con el inserto K-Ras WT o V12 se transformd por choque
térmico en células competentes quimicamente de la cepa BL21 (para el vector pNSI) o BL21
codon plus (para los vectores pMBKI o pNKI), ambas cepas de E.coli (Stratagene®). El
protocolo de dicha transformacidn es similar al anteriormente mostrado, a excepcion de que el
tiempo de incubacioén para el choque térmico es de 30 segundos para BL21 y 45 segundos para
BL21 codon plus, afiadiendo inicialmente 0,5- 1 uL de DNA plasmidico de la miniprep. Tras la
hora de incubacion a 37°C en agitacion, se sembré en una placa Petri con agar LB (Pronadisa®)
y espectinomicina 100 pg/mL (BL21) o kanamicina y cloranfenicol (BL21C") a una
concentracion de 16,5 ug/mL cada antibictico (Sigma- Aldrich®). Se incub6 a 37°C durante 24
horas.

A partir de una colonia crecida en cada placa, se inocularon cultivos de 10 mL de caldo
LB (Pronadisa®) con 10 uL de espectinomicina (pNSI) a 100 pg/mL o kanamicina y
cloranfenicol (pMBKI, pNKI) a 33 pg/mL cada uno. Estos precultivos se incubaron a 37°C en
agitacion a 180 rpm hasta que se alcanzé una ODgy, de 0,6. Se afladié 1 mM de IPTG (isopropil
- B - D - tiogalactopiranésido, CalBiochem®) para inducir la sobreexpresion y se incub6 a 20 °C
en agitacion a 180 rpm durante toda la noche. EI IPTG es un analogo de la alolactosa que induce
la transcripcion del operdn lac en bacterias y, por consiguiente, la expresion de la proteina
recombinante de interés. Posteriormente, se centrifugaron los cultivos en la centrifuga Sorvall
ST16R, con el rotor 75003629 a 4000 rpm durante al menos 10 minutos.

Los ensayos por beads de agarosa permiten la purificacion de proteinas recombinantes
solubles, en donde interviene una matriz formada por particulas covalentemente ligadas bien a
iones niquel (Ni-NTA) y a las que se unen los residuos de la etiqueta de polihistidinas, bien a
amilosa, las cuales permiten el aislamiento de proteinas de fusion conjugadas a MBP.

El protocolo seguido comenz6 resuspendiendo cada uno de los precipitados de los
cultivos en 300 pL. de tampon de lisis (Hepes 20 mM, glicerol 10%, triton 0,5%, NaCl 300 mM,
Imidazol 20 mM, PMSF 1 mM). Tras esto se afladieron 90 uL de reactivo Fast Break Cell Lysis
(Promega®), incubandose en termobloque Thermomixer comfort (Eppendorf®) con agitacion a
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450 rpm a 20°C durante 30 minutos. Puesto que este reactivo disminuy6 su eficacia en usos
posteriores, también se recurrié a la disgregacion de las membranas celulares empleando el
bioruptor Standard B01010005 (Diagenode®) a 4°C durante 30 minutos, 5 ciclos a modo 30
segundos ON - 30 segundos OFF.

Pasado este periodo, se centrifugd 30 minutos a 14800g a 4°C con centrifuga Sorvall
Legend micro 21R (Thermo Scientific®). Las particulas de agarosa se lavaron con 1 mL de agua
MilliQ y con el mismo volumen de tampon A (Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 5 mM).
El sobrenadante de la centrifugacion se mezcld con estas particulas, incubandose durante al
menos 15 minutos en agitacion en camara fria. Los precipitados se emplearon como control del
ensayo, por lo que se resuspendieron en 300 puL de agua MilliQ y se incubaron en termobloque a
95°C para facilitar su disgregacion. Se centrifugaron los tubos de 1,5 mL con la proteina de
fusién unida a las beads a 3000g durante 1 minuto en la centrifuga Sorvall 21R vy se retird el
sobrenadante, que se empleé como control. A continuacion, se realizaron tres lavados de 1 mL
de tampon A, los cuales se centrifugaron bajo las mismas condiciones. Por Gltimo, se afiadieron
100 pL de tampon B (Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 5 mM, Imidazol 200 mM), lo
que permitié la separacion de la proteina recombinante de las particulas y su elucién en el
sobrenadante.

Los ensayos mediante pull-down que se realizaron también en este trabajo tenian un
protocolo practicamente idéntico al seguido para el de beads con una Unica proteina. Se
emplearon particulas unidas a niquel, de forma que se afiadié en primer lugar Raf-1 con la
etiqueta de 6 histidinas, seguido de un lavado con tampon Ay la adicion de K-Ras en con el tag
MBP. Las etiquetas de ambas proteinas debian ser diferentes para comprobar su interaccion
fisica, garantizando que s6lo una de ellas se uniese a las particulas. Los controles, en este caso,
se tomaron del precipitado descartado, del sobrenadante previa adicion de la segunda proteina,
del segundo sobrenadante tras afiadirsela y de la elucion del complejo.

Tras la adicibn de tampén B, se prepararon como controles las muestras
correspondientes al precipitado, el sobrenadante, los tres lavados con tampdn Ay la elucion de
la proteina. Para ello, se tomaron 30 pL de cada una y se afiadieron 10 pL de tinciéon SDS-
PAGE 62X, hirviéndolas en termobloque a 95°C durante 15 minutos. Se cargaron 10 uL de cada
una de estas preparaciones en un gel de poliacrilamida al 15%, junto con 2 puL de marcador de
pesos moleculares Blue Star Prestained Protein Marker (Nippon®). El gel se someti6 a 200V en
una cubeta Mini-Protean tetra electrophoresis cell (Biorad®) durante 40 minutos. Una vez
finalizado, el gel se tifié con solucion de tincion de azul de Coomassie con metanol (1g Azul de
Coomassie, 400 mL metanol, 100 mL acido acético glacial y enrasada a 1 L con H,O destilada).
Posteriormente se destifid con solucion de destincion de azul de Coomassie (10% metanol, 10%
acido acético glacial, 80% de H,0) hasta que se distinguié el patron de bandas. La confirmacion
de la presencia de proteina purificada en el gel permitié continuar con los experimentos de
expresion en procariotas a gran escala.

3.1.3 Sobreexpresidn a gran escala en procariotas

Debido a la eficiencia y calidad de la purificacion mostrada en otros experimentos
llevados a cabo en el laboratorio utilizando el vector pNSI, se decidié continuar con la
construccién cuyo inserto era la secuencia completa de K-Ras tipo silvestre humana (K-Ras WT
H en pNSI).

16



Inicialmente se optd por sobreexpresar la proteina mediante el método de autoinduccion
en medio ZY, el cual proporciona elevada densidad celular y rendimiento de expresion de
proteinas recombinantes. Este método de expresion se optimizo a partir del protocolo propuesto
por Studier (2005), quien describe la composicion de un medio de crecimiento formado por una
mezcla de fuentes de carbono: glucosa y lactosa. No es necesario afiadir compuestos inductores,
pues este sistema viene regulado por el balance entre ambos metabolitos.

Asi pues, se prepararon 20 mL de precultivo a partir de 18,54 mL ZY, 20 uL IM
MgSO,, 400 pL glucosa 40%, 1 mL NPS 20X y 20 pL antibidtico (espectinomicina,
concentracion final de 100 pg/mL) y se inoculd a partir de un glicerinado de esta construccion.
Se incubd a 37°C durante 16 horas en agitacion a 180 rpm. Posteriormente, se inocularon 10 mL
de este precultivo en 480 mL de caldo ZY con 1 mL de MgSO,, 20 mL de 5052, 50 mL de NPS
20X y 1 mL de espectinomicina (concentracion final de 100 ug/mL) y se dejd incubando a 37°C
en agitacion a 180 rpm durante 3 horas, hasta que se alcanzd una ODgg, aproximada de 1.

La absorbancia se midi6 con un densitometro celular Ultrospec 10 (Amersham
Biosciences®). Tras esto, se incubd el cultivo a 20°C y en agitacion a 180 rpm hasta el dia
siguiente, favoreciendo asi la sobreexpresion de la proteina recombinante.

Como se comprobd mas adelante, el nivel de expresion de K-Ras no era suficiente en
medio ZY, por lo que se optd por sobreexpresarla en medio LB. En este caso, el precultivo se
preparé a partir de 50 mL de medio LB al que se afiadieron 50 pL de antibidtico
(espectinomicina, concentracion final de 100 pg/mL) y el in6culo a partir del glicerinado. Se
dej6 incubando 16 horas a 37°C y en agitacion a 180 rpm. Al dia siguiente se inocul6 este
precultivo en 950 mL de caldo LB con 1 mL de espectinomicina (concentracién final de 100
pg/mL) y se incub6 a 37°C en agitacion a 180 rpm durante 1 hora 45 minutos. Se midi6 la ODgyo
mediante el densitdmetro celular Ultrospec 10, obteniendo valores en torno a 0,6. Entonces, se
indujo la sobreexpresion de K-Ras afiadiendo 1 mM de IPTG y se incubd el cultivo a 20°C en
agitacion a 180 rpm durante toda la noche.

La manera de recogida de los precipitados de células es idéntica tanto para células
cultivadas en medio ZY como en medio LB. Los cultivos se centrifugaron en una centrifuga
Beckman coulter J6-HC, con el rotor JS-4.2A a 4°C, a 3600 rpm durante 1 hora.

Tras esto, se desecharon los sobrenadantes y se resuspendio el precipitado en 40 mL de
PBS 1X (Na,HPO4 7H,O 80 mM, NaH,PO,-H,O 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4). La
suspensidn se transfirid a un tubo de 50 mL y se centrifugd en un equipo Sorvall ST16R con el
rotor 75003629 a 4°C, 4000 rpm durante 20 minutos. Se eliminaron los sobrenadantes y se
congelaron los precipitados a -20°C. Estos precipitados se utilizaron posteriormente en el
protocolo de purificacion de proteinas.

La purificacion debe tratar de aislar la proteina recombinante de interés del resto de
moléculas presentes en la suspension bacteriana de partida. Para ello, la estrategia adoptada en
este trabajo fue emplear en primer lugar la cromatografia liquida de afinidad en metal
inmovilizado (IMAC) con tal de lograr mayores niveles de especificidad, purificacion y
concentracion de K-Ras, seguida de una segunda purificacion a través de la cromatografia de
exclusion molecular, separdndola de otros contaminantes por diferencia de peso molecular.
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3.1.4 Purificacion por FPLC con columna quelante de niquel

La cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC) se fundamenta
en las interacciones especificas que se producen entre un ligando quimicamente inmovilizado en
un soporte sdlido y una etiqueta presente en la proteina recombinante que se desea purificar. La
etiqueta de 6 histidinas se ha convertido en uno de los tags mas empleados en cromatografia
liquida de afinidad, gracias a su pequefio tamafio y fuerte unién al niquel de la columna sin
alterar la conformacion de la estructura proteica.

La purificacion de K-Ras WT H se realiz6 a partir del precipitado o pellet obtenido tras
la sobreexpresion en medio LB y congelado a -20°C. Como se ha descrito previamente, esta
sobreexpresion se realiz6 primero en medio ZY pero, al comprobar que el nivel de proteina
purificada era minimo, se llevd a cabo una nueva sobreexpresion en medio LB.

Se descongel0 el precipitado en hielo y se resuspendié en 50 mL de tampon A (Tris 50
mM pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 5 mM) (Maurer et al., 2012) con 500 pL de Triton X100 y
media pastilla de inhibidores de proteasas complete EDTA-free protease inhibitor cocktail
tablets (Roche®). El precipitado disuelto se sonicd durante 15 minutos, con el sonicador
Bioblock scientific Vibra Cell 75042 a modo 1 segundo ON - 1 segundo OFF. El sonicado se
depositd en tubos y se centrifugd a 17000 rpm a 4°C durante 40 min con un equipo Sorvall RC6
(Thermo Scientific®), empleando el rotor SS-34.

El sobrenadante obtenido se pasd a través de un filtro de jeringa de 0,45 uM de
diametro a un tubo de 50 mL, cargandose posteriormente en una columna Nickel Affinity
Cartridge de 5 mL (ABT Agarose Beads Technologies®) con la ayuda de una bomba peristéltica
Gilson Minipuls 3. La columna fue previamente acondicionada con un primer lavado con agua
MilliQ y un segundo con tampon A, pasando a través de ella 5 volimenes de columna en cada
lavado.

Tras pasar toda la solucion proteica por la columna, ésta se colocé en el equipo Akta
Purifier, el cual se acondiciond previamente para el analisis mediante el lavado de las bombas y
el sistema con agua MilliQ, en primer lugar, y con las soluciones tampén A y B, en segundo
lugar.

Inicialmente se lavd la columna con solucién tampoén A, recogiendo aproximadamente
50 mL de flujo saliente del lavado. Tras esto, se eluyd el contenido de la columna con un
gradiente de la solucién tampon B (Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, MgCl,5 mM e Imidazol
200 mM), a 3 mL/min durante 20 minutos, obteniendo el eluido en fracciones de 5 mL.

Se tomaron como controles una muestra del pellet descartado, otra de la fraccion no
retenida (flow-through) al cargar la muestra en la columna empleando la bomba peristaltica,
ademés del lavado de la columna con tampon A. Estos tres controles se analizaron
posteriormente en un gel de electroforesis. En el caso de la muestra del precipitado, se tomo en
primer lugar una pequefia cantidad del mismo y se eluy6 en 100 uL de agua MilliQ, dejandolo
maés tiempo en el termobloque a 95°C para garantizar su disgregacion.

Se seleccionaron las fracciones para las cuales se obtuvo un pico en el cromatograma, y
se cargaron en un gel de poliacrilamida del 15%, junto con los controles recogidos durante el
proceso de purificacion. El tampon de electroforesis fue NUPAGE® MES 1X (Invitrogen®).
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Las muestras cargadas en el gel se prepararon tomando 30 pL de cada control o fraccion,
afiadiéndole 10 pL de tincion SDS-PAGE 6X e hirviendo las muestras en termobloque a 95°C
durante 10 minutos.

En el gel se cargaron 10 pL de estos preparados. El marcador de pesos moleculares
utilizado fue Blue Star Prestained Protein Marker (Nippon®) y se afiadieron 2 pL. El gel se
sometié a 200V en la cubeta Mini-Protean tetra electrophoresis cell (Biorad®) durante 40
minutos. Una vez finalizado, el gel se tifi6 durante 5 minutos con solucién de tincién de azul de
Coomassie con metanol (1g Azul de Coomassie, 400 mL metanol, 100 mL &cido acético glacial
y enrasada a 1 L con H,O destilada) seguido de la destincion (10% metanol, 10% &cido acético
glacial, 80% de H,0), hasta que se distinguio el patrén de bandas, tanto del marcador como de
las fracciones, de forma nitida.

A partir de los resultados del gel de electroforesis, se concentraron las fracciones que
indicaban la presencia de proteina purificada, depositandolas en un concentrador Amicon®
Ultracel 3K, el cual se centrifugo6 en la centrifuga Eppendorf Sorvall ST16R a 4000 rpm y 4°C
hasta obtener un volumen de concentrado de aproximadamente 2 mL.

3.1.5 Purificacién por cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusién molecular (gel filtration) emplea una resina porosa para
separar las moléculas basadas en su tamafio. Se consigue descartar cualquier contaminante de
peso molecular diferente mantenido en la primera purificacién, obteniendo como resultado una
proteina totalmente pura para estudios de interaccion y cristalizacion.

Esta segunda purificacion partié del concentrado anterior, llevandose a cabo con el
sistema Akta Prime, utilizando una columna Superdex 200 16/60 (Pharmacia biotech®). La
solucion tampdn de exclusion molecular empleada estaba compuesta por Tris 25 mM pH 8,
NaCl 100 mM, MgCl, 5 mMy TCEP 1 mM (tris (2- carboxietil) fosfina).

El sistema se lavo previamente con el tampo6n de exclusion, aplicando el programa de
lavado. También se lavd el loop de entrada de la muestra con 10 mL de tampon. Asi pues, se
inyectaron en el sistema 2 mL del concentrado de la proteina purificada en columna de niquel y
se aplicd un programa de separacion de fracciones de 5 mL, con un flujo de 0,5 mL/min. La
elucion se realiz6 en 1,5 volimenes de columna (180 mL). Se tomaron las fracciones para las
cuales se observd un pico en el cromatograma correspondiente al volumen de elucion de K-Ras,
en torno a 90 mL, y se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida del 15%, previa
preparacion de las muestras tomando 30 pL de cada fraccion, afiadiendo 10 pL de tincion SDS-
PAGE 6X e hirviendo las muestras en termobloque a 95°C durante 10 minutos.

Las fracciones que presentaban una banda correspondiente al peso molecular de K-Ras
(aproximadamente 24 kDa, considerando el peso molecular de la proteina, los 6 residuos
histidina de la etiqueta y el sitio de corte de la proteasa 3C) en el gel de poliacrilamida se
concentraron en otro concentrador Amicon® Ultracel 3K, hasta obtener un volumen inferior a
250 uL. Se calcul6 la concentracién de proteina pura utilizando un reactivo basado en el método
de Bradford (Biorad® Protein assay dye reagent concentrate) e interpolando el valor de
concentracion obtenido del valor de absorbancia de la muestra en la recta de calibrado realizada
a partir de las medidas de absorbancia de valores conocidos de BSA.
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Finalmente, se distribuyd el volumen de proteina pura y concentrada en alicuotas de 50
pL, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

3.2. Raf-1

Los protocolos empleados en los estudios de clonaje, expresion y purificacion de Raf-1
son précticamente idénticos a los de K-Ras. Por tanto, en los siguientes apartados se destacaran
diferencias significativas, asi como algunas puntualizaciones relevantes.

3.2.1 Clonaje

El material de partida cedido por el CNIO (Madrid) consistia en el vector recombinante
pFAST-BAC con resistencia a ampicilina y el inserto que codificaba para la secuencia completa
de Raf-1. Puesto que en este vector no alcanza niveles significativos de expresion, la estrategia
adoptada fue la de amplificar Unicamente la regién del inserto codificante para Raf-1, con el
objetivo de introducirla en otros vectores de expresion.

Se disefiaron diferentes construcciones de Raf-1 mediante el uso combinado de pares de
cebadores en la PCR, partiendo del molde de DNA presente en el vector recombinante pFAST -
BAC. Los cuatro fragmentos que se deseaban obtener eran c-Raf [1-131], c-Raf [51-131], c-Raf
[1-140] y c-Raf [51-140], que delimitaban regiones concretas de la estructura aminoacidica de
Raf-1. c-Raf [51-131] se corresponde con el dominio de unién a Ras (RBD), mientras que las
otras construcciones incluian aminoacidos afiadidos en el extremo N- o C- terminal que podrian
colaborar en la interaccion con K-Ras.

Las condiciones de la PCR, asi como la mezcla de la reaccién se muestran en la Tabla 4
del Anexo I. Las secuencias de pares de bases de los oligonucle6tidos disefiados para Raf-1
aparecen en el Anexo Il.

Posteriormente, se prepar6 un gel de agarosa al 1% para verificar la correcta
amplificacién del inserto de Raf-1 para cada una de las construcciones, y los productos de la
PCR se purificaron mediante el Kit E.Z.N.A® Cycle-Pure (Omega Bio-Tek, Inc.), como ya se
describi6 para la construccién original de K-Ras WT H.

El protocolo de tratamiento de vectores e insertos, asi como el de ligacion, es idéntico al
seguido para K-Ras. Sin embargo, en este caso cabe destacar que se decidié emplear Gnicamente
el vector pNSI con resistencia a espectinomicina, debido a la eficiencia mostrada en la
sobreexpresion y purificacion de K-Ras. La proteina recombinante producto de este vector
presentaba la etiqueta de 6 histidinas, ademas del sitio de corte de la proteasa 3C, de acuerdo al
esquema mostrado en la Figura 14.

El protocolo de transformacion en DH5a fue el mismo que el empleado para K-Ras,
manteniendo el choque térmico a 42°C durante 1 minuto 30 segundos. La siembra se realiz6 en
placa Petri con agar LB (Pronadisa®) y espectinomicina 100 pg/mL (Sigma- Aldrich®).
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La mezcla y condiciones de la PCR de colonia vienen recogidas en la Tabla 5 del Anexo
I. Se esperaba obtener una banda de aproximadamente 489 pb para c-Raf [1-140], 462 pb para
c-Raf [1-131], 336 pb para c-Raf [51-140] y 306 pb para c-Raf [51-131]. El patrén de bandas
obtenido en el gel confirmo la presencia de DNA amplificado para todas las construcciones de
Raf-1. Por tanto, se prepararon precultivos con 5 mL de LB y 5 pL de antibidtico
(espectinomicina 100 pg/mL) empleando el indculo de la placa de resiembra, e incubando a
37°C durante 24h.

En esta ocasién, para realizar las minipreps se siguid el protocolo del kit comercial
E.Z.N.A™ Plasmid Miniprep Kit I (Omega®), para incrementar la eficiencia y lograr mayores
niveles de obtencién de DNA plasmidico.

Se mandaron 5 pL de cada muestra a secuenciar al Servicio de Secuenciacion del
Instituto de Biomedicina de Valencia (CSIC), previa medicion de los valores de concentracion
de DNA en ng/ pL mediante Nanodrop y confirmacion en gel de agarosa. Las secuencias
obtenidas se analizaron mediante el programa bioinformatico ApE v. 2.0.36 como se describid
para K-Ras.

3.2.2 Estudios de expresion a pequefia escala

El protocolo de transformacién bacteriana por chogue térmico en células competentes
quimicamente de la cepa BL21 de E.coli es el mismo que el empleado para K-Ras WT H, con
30 segundos de choque térmico a 42°C para permitir la introduccién del vector recombinante en
la cepa y posterior siembra en placa Petri con agar LB (Pronadisa®) y espectinomicina 100
ug/mL.

Los cultivos de Raf-1 para las distintas construcciones, preparados con 10 mL de LB y
10 uL de espectinomicina 100 ug/mL y el indculo, se incubaron a 180 rpm y a 37°C al menos
durante 8 horas. Se midi6 la ODgy con un densitébmetro celular Ultrospec 10 (Amersham
Biosciences®), obteniendo valores en torno a 1,2, por lo que se realizaron una serie de
diluciones hasta alcanzar un valor aproximado de 0,6. Se indujo la sobreexpresién de Raf-1
afiadiendo 1 mM de IPTG (CalBiochem®), y se incubaron los cultivos a 20°C en agitacion a
180 rpm durante toda la noche.

La purificacion a pequefa escala de Raf-1 fue idéntica al protocolo de beads seguido
para K-Ras WT H, empleando igual composicion de los tampones A y B y particulas con
quelante de niquel. Asi, se analiz6 la presencia de proteina para el peso molecular
correspondiente a las diferentes construcciones de Raf-1 en el gel de poliacrilamida al 15%, lo
que permitid proseguir el estudio con la sobreexpresion a gran escala.

3.2.3 Sobreexpresidn a gran escala en procariotas
Se decidi6é estudiar, en primer lugar, el modo de interaccion de K-Ras de secuencia
completa con el dominio de unién a Ras (RBD) de Raf-1. Por tanto, la finalidad de este apartado

sera explicar el protocolo de sobreexpresion centrandose en la construccion 51-131 de Raf-1,
siendo idéntico para el resto de construcciones.
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El inserto c-Raf [51-131] tiene un total de 306 pares de bases, mientras que la cadena
proteica estd compuesta por 102 aminodcidos, de peso molecular 11,27 kDa y punto isoeléctrico
de 9,26. A la secuencia se le afiadié una etiqueta de 6 residuos histidina en el extremo N-
terminal, ademas del sitio de corte de la proteasa 3C, por lo que el peso total de la construccion
fue de aproximadamente 15,27 kDa.

El procedimiento comenz6 con la inoculacion del glicerinado de la cepa de E.coli BL21
transformada en pNSI y que contenia la secuencia c-Raf [51-131] en un precultivo de 50 mL de
LB con 50 pL de espectinomicina 100 ug/mL. Este cultivo se dejé incubando 37°C durante 16
horas en agitacion a 180 rpm.

Posteriormente, se inoculd este precultivo en 950 mL de caldo LB con 1 mL de
espectinomicina 100 pg/mL, incubandose a 37°C en agitacion a 185 rpm durante 2 horas. Se
midié la ODgge con un densitometro celular Ultrospec 10 (Amersham Biosciences®), hasta
alcanzar aproximadamente un valor de 0,6, tras lo cual se indujo la sobreexpresion de la
proteina recombinante mediante la adicion de 1 mM de IPTG (CalBiochem®). Tras esto, se
incub6 durante 16 horas a 20°C en agitacién a 180 rpm. ElI modo de obtencién y lavado del
precipitado fue el mismo que el descrito anteriormente.

El siguiente paso consistié en la purificacion de la proteina, primero por cromatografia
de afinidad, seguida de cromatografia por exclusion molecular, con el objeto de obtener una
solucion concentrada y pura de Raf-1.

3.2.4 Purificacion por FPLC con columna quelante de niquel

El tampon A empleado en la resuspension del precipitado de c-Raf [51-131] tenia la
misma composicién (Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 5 mM) que el utilizado para K-
Ras WT H, y se afiadieron 50 mL junto con 500 pL de Triton X100 y media pastilla de
inhibidores de proteasas para la purificacion de proteinas complete EDTA-free protease
inhibitor cocktail tablets (Roche®).

Se tomaron controles de muestras del precipitado, del sobrenadante cargado en la
columna y de la fraccidn no retenida, ademas del flujo saliente del lavado de la columna con
tampdn A en el equipo Akta Purifier.

c-Raf [51-131] eluy6 en gradiente de tampon B (Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM,
MgCl, 5 mM, Imidazol 200 mM) y las fracciones para las cuales se obtuvo banda del peso
molecular correcto en el gel de poliacrilamida al 15% se concentraron mediante un concentrador
Amicon® Ultracel 3K hasta un volumen de 2 mL.

3.2.5 Purificacion por cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular en el equipo Akta Prime se llevo a cabo
utilizando la columna Superdex 200 16/60 (Pharmacia Biotech®). La solucién tampon para
exclusion molecular estaba compuesta de Tris 25 mM pH 8, NaCl 100 mM, MgCl,5 mM y
TCEP 1 mM, como se describid para K-Ras WT H.
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Las fracciones para las cuales se obtuvo pico en el cromatograma se analizaron en el gel
de poliacrilamida al 15% y, una vez se visualiz6 la banda indicando la presencia de c-Raf [51-
131] purificada, se concentraron en otro concentrador Amicon® Ultracel 3K, hasta alcanzar un
volumen en torno a 200 pL. La concentracién de proteina pura se midi6 utilizando el método de
Bradford (Biorad® Protein assay dye reagent concentrate) e interpolando valores en la recta de
calibrado.

Por Gltimo, se distribuy6 el volumen de proteina pura y concentrada en alicuotas de 50
uL, congelandose en nitrogeno liquido y almacenandose a -80°C, para ser empleada, junto con
K-Ras WT H, en los ensayos de interaccion proteina - proteina.

3.3. Estudio de la interaccion entre K-Ras y Raf-1 por Isothermal
Titration Calorimetry (ITC)

La calorimetria isoterma de titulacion (en inglés, Isothermal Titration Calorimetry,
ITC) es uno de los métodos mas precisos para medir cuantitativamente las propiedades
termodinamicas de la interaccién proteina- proteina. De esta forma, en un Gnico experimento se
pueden obtener pardmetros como la constante de asociacion (K,), estequiometria (n), entalpia de
union (AHy), entropia (ASy), Y la constante de disociacion (Kg) (Pierce et al., 1999).

Los equipos comerciales disponibles emplean tres diferentes técnicas de medida de los
parametros calorimétricos: (1) cambio de temperatura, (2) equilibrio térmico (power
compensation) y (3) conduccion térmica. El equipo Nano ITC (TA Instruments®) disponible en
el laboratorio utiliza el método del equilibrio térmico. Este sistema se basa en el mantenimiento
de una temperatura constante (isoterma) de la celda, a través del equilibrio entre su enfriamiento
y aumento de temperatura por un controlador térmico. La sefial resultante es una medida de la
energia (pcal o pJ) aplicada al controlador térmico para mantener la temperatura constante de la
celda en funcion del tiempo (segundos) (Freyer y Lewis, 2008).

El equipo Nano ITC (TA Instruments®) se compone basicamente de una celda, en la que
se carga un volumen de 300 pL, y una bureta, que es el sistema de inyeccién compuesto por una
jeringa en la que se cargan hasta 50 pL. Se decidi6 afnadir a K-Ras en la celda, mientras que c-
Raf [51-131] se dispuso en la bureta a una concentracion de 20 uM y 500 uM, respectivamente.

La celda se lavo, en primer lugar, con 300 uL de Decon90 al 2%, dejandolo actuar
durante 1 hora, y después con 2 L de agua MilliQ para asegurar que no quedaban restos del
detergente. Se prepararon 100 pL de Raf-1 a 500 uM y 400 pL de K-Ras 20 pM a partir de las
muestras obtenidas de la purificacion. Ademas, se rellend un tubo de 1,5 mL con el tampén
utilizado en exclusion molecular, en el que se encontraban disueltas también las soluciones de
ambas proteinas. Estas tres muestras se desgasificaron durante 7 minutos en el modelo de
estacion desgasificadora 6326 (TA Instruments®), tras lo cual se lavé la celda con 300 pL de
tampon de exclusion molecular. La muestra desgasificada de K-Ras se dispuso en la celda,
mientras que Raf-1 se inyecto en la bureta. Se programé el sistema para una temperatura de 8°C,
volumen de 0,95 pL para la primera inyeccion y 1,96 uL para las 24 restantes. El intervalo de
inyeccion era de 180 s, manteniendo una agitacion de 300 rpm. Finalmente, los resultados
obtenidos se analizaron mediante el software Nanoanalyze (TA Instruments®).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 Purificacion a pequefa escala con beads de agarosa

4.1.1 Beads de K-Ras y Raf-1

La purificacion de proteinas mediante beads es equivalente a una cromatografia liquida
de afinidad a pequefia escala. En este trabajo fue empleada para purificar proteinas
recombinantes con etiqueta His6 tag a partir de precipitados celulares de 10 mL. Esta técnica se
fundamenta en cuatro pasos - lisis celular, union de la proteina, lavado y elucién - que permiten
la separacion de la proteina recombinante de interés del resto de moléculas presentes en el
lisado.

En el caso de K-Ras WT H, el vector empleado en la expresion fue pNSl, por lo que la
proteina tenia la etiqueta de histidinas, y las particulas que debian utilizarse contenian iones
niquel inmovilizados. Se tomaron como controles muestras del precipitado, sobrenadante,
lavados y elucién de la proteina afiadiendo tampén con 200 mM de imidazol. El patrén de
bandas obtenido se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Gel de poliacrilamida del 15% de los controles de expresion de K-Ras humana tipo silvestre (K-Ras
WT H). Las cinco primeras calles del gel se corresponden con las muestras del precipitado (P), sobrenadante (SB) y
tres lavados con tampon A (L1, L2, L3), respectivamente. Se puede visualizar ligeramente una banda de
aproximadamente 24 kDa para el sexto pocillo, correspondiente a la proteina eluida (EL) y marcada con un punto
rojo a la izquierda de la banda.

La secuencia aminoacidica de K-Ras se asocia con un peso molecular de la proteina de
21, 425 kDa que, afiadidos a los 3-4 kDa correspondientes a la etiqueta de los seis residuos
histidina y al sitio de corte de la proteasa 3C, hace un total de aproximadamente 24 kDa. En el
gel se puede observar una banda para este peso molecular, aunque su intensidad no es muy
elevada. La presencia de esta banda en el control del sobrenadante indica que es soluble.
Ademas, no se visualiza ninguna banda para los lavados, lo que indica que la proteina se ha
eluido completamente y no existe exceso de proteina no unida a las particulas. Sin embargo, las
condiciones de expresion deberian modificarse para lograr mayores niveles de K-Ras, y es por
ello que se llevaron a cabo los experimentos de sobreexpresion en varias condiciones para
aumentar el rendimiento de la proteina, como se comentara méas adelante.

A su vez, se llevo a cabo el mismo protocolo de beads para las diferentes construcciones
de Raf-1, cuyo resultado se representa en la Figura 16. Se esperaba obtener una banda de peso
molecular 11,27 kDa para la construccion c-Raf [51-131]; 16,84 kDa para c-Raf [1-131]; 17,9
kDa para c-Raf [1-140] y 12,4 kDa para c-Raf [51-140], a los cuales debian afiadirse 3-4 kDa de
la etiqueta de histidinas y el sitio de corte de la proteasa 3C, al encontrarse clonados en vector
pNSI.
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Figura 16. Geles de poliacrilamida del 15% de los controles de expresion para las diferentes construcciones de
Raf-1. (A) En el gel se han cargado de izquierda a derecha los controles de precipitado (P), sobrenadante (SB), tres
lavados (L1, L2, L3) y la proteina eluida (EL). Tras el pocillo correspondiente al patrén de pesos moleculares, se
cargo el precipitado, sobrenadante y lavado 1 del fragmento c-Raf [51-140]. (B) Se cargaron el resto de muestras de
c-Raf [51-140], esto es, lavado 2, lavado 3 y elucion de la proteina. (C) Patron de bandas obtenido para las muestras
correspondientes a la construccion c-Raf [51-131] y c-Raf [1-131], respectivamente; de izquierda a derecha,
precipitado, sobrenadante, tres lavados y elucion. Se indica con un punto rojo, a la izquierda de la banda, la proteina
eluida para todos los casos.

Los geles de poliacrilamida verificaron la presencia de proteina para las cuatro
construcciones de Raf-1. Sin embargo, pueden observarse diferencias significativas en cuanto a
los niveles de expresién de la quinasa. Se puede ver como la banda es mas intensa para la
construccién c-Raf [51-140] o c-Raf [51-131], mientras que los niveles de expresién son
menores para los fragmentos méas extensos en la region N-terminal, c-Raf [1-131] o c-Raf [1-
140].

Chuang et al. (1994) comprobaron en experimentos de expresion y purificacion de estas
mismas construcciones de Raf-1 como los niveles de sintesis proteica eran menores,
efectivamente, para c-Raf [1-140] y c-Raf [1-131]. Sin embargo, la eliminacion de los primeros
50 amino&cidos incrementaba su estabilidad y nivel de sobreexpresion, sugiriendo la posible
implicacion de estos residuos en alteraciones de la estructura tridimensional.

Los andlisis mediante beads de la expresion, tanto de K-Ras como de Raf-1 humanos,
permitieron verificar la presencia de proteina y proseguir con los experimentos de
sobreexpresion a gran escala.

4.1.2 Beads para el seguimiento de la optimizacion de la sobreexpresion de K-Ras
y Raf-1
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La adicién de 1 mM de IPTG al medio de cultivo en LB no fue adecuada para lograr
una sobreexpresion significativa de K-Ras, como se ha mencionado anteriormente. Por tanto, la
finalidad de este apartado sera optimizar las condiciones de expresién de la proteina, bien
afiadiendo menor concentracion de IPTG o variando la temperatura y tiempo de incubacion.

La estrategia inicial consistio en probar con la mitad de concentracion de IPTG de la
que se habia partido inicialmente, incubando a 20°C durante 24 horas. Se emple6 como control
la expresion de K-Ras en 1 mM de IPTG. A su vez, se experimenté con 0,5y 1 mM de este
agente inductor para una temperatura de 30°C durante un minimo de 4 horas de incubacién
(Figura 17). En todos los casos, se mantuvo una agitacion de 180 rpm.

Resulta especialmente interesante destacar el aumento de la sintesis de K-Ras para 0,5
mM de IPTG respecto al control, en el gel A de la Figura 17. La expresion es apenas perceptible
para 1 mM de IPTG a 20°C, aunque aumenta a 30°C (gel B, Figura 17). La presencia de
producto proteico parece ser la misma para 0,5 mM de IPTG, tanto a 20°C incubando toda la
noche como a 30°C durante un periodo de 4 horas. Por tanto, la expresion de K-Ras aumenta al
reducir a la mitad la concentracion de agente inductor. Con esto, se decidid experimentar a
concentraciones menores para analizar si se obtenian mayores o menores cantidades de proteina
y se estudié para 0,25 mM de IPTG. Como la expresion de K-Ras aumentaba en términos
generales para 30°C, se resolvio emplear esta temperatura y el resultado se muestra en el gel C
de la Figura 17.
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Figura 17. Geles de poliacrilamida del 15% obtenidos para las diferentes condiciones de expresion de K-Ras
WT H. (A) Se muestran de izquierda a derecha los controles tomados del precipitado (P), sobrenadante (SB), tres
lavados (L1, L2, L3), ademas de la elucion de la proteina (EL), correspondientes a K-Ras expresada con 0,5 mM de
IPTG (pocillos 1-6) a 20°C durante toda la noche y con 1 mM de IPTG (pocillos 8-13) bajo las mismas condiciones
de tiempo y temperatura. (B) Se prepararon los mismos controles para la expresion de K-Ras con 0,5 mM de IPTG
(pocillos 1-6) a 30°C durante 4 horas y con 1 mM de IPTG (pocillos 8-13) bajo las mismas condiciones de tiempo y
temperatura. (C) Se representan las muestras correspondientes a los controles con 0,25 mM de IPTG, incubada a
30°C durante 4 horas. Se muestran los valores aproximados de los pesos moleculares, asi como un punto rojo lateral
en la banda asociada a K-Ras.
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Se pudo ver que la concentracién de 0,25 mM no era la adecuada, por lo que el valor
Optimo de IPTG deberia encontrarse en torno a 0,5 mM. La consulta a bibliografia relacionada
(Molzan et al., 2010) permitié conocer que una concentraciéon de 0,4 mM de IPTG conseguia
lograr un rendimiento proteico satisfactorio. El periodo de incubacién 6ptimo para el sistema
experimental descrito en este trabajo era de 4 horas a 30°C. Se emplearon estas condiciones en
experimentos de sobreexpresion y purificacion posteriores comprobando que, efectivamente, los
niveles de sobreexpresion de K-Ras habian aumentado notablemente.

De la misma manera, se analizo la influencia de una variaciéon de las condiciones de
expresion en la sintesis de Raf-1 para la construccion 1-131, con la que se deseaba comenzar los
ensayos de sobreexpresion y purificacion. Por ello, se resolvid estudiar cuéles eran sus
condiciones de expresion Optimas. Se sobreexpresé la proteina a 0,5y 1 mM de IPTG tanto a
20°C con periodo de incubacion de 12-16 horas, como a 30°C durante 4 horas. El resultado se
indica en la Figura 18. La proteina Raf-1 correspondiente a los residuos 1 al 131 tiene un peso

molecular de 16,84 kDa y un punto isoeléctrico de 8,75.
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Figura 18. Geles de poliacrilamida del 15% obtenidos para las diferentes condiciones de expresion de c-Raf [1-
131]. (A) Se muestran de izquierda a derecha los controles tomados del precipitado (P), sobrenadante (SB), tres
lavados con tampén A (L1, L2, L3), ademas de la elucion de la proteina (EL) correspondiente a c-Raf [1-131]
expresada con 0,5 mM de IPTG (pocillos 1-6) a 20°C durante toda la noche y con 1 mM de IPTG (pocillos 8-13) bajo
las mismas condiciones de tiempo y temperatura. (B) Se prepararon los mismos controles para la expresion de c-Raf
[1-131] con 0,5 mM de IPTG (pocillos 1-6) a 30°C durante 4 horas y con 1 mM de IPTG (pocillos 8-13) bajo las
mismas condiciones de tiempo y temperatura. Se muestran los valores aproximados de los pesos moleculares, asi
como un punto rojo lateral en la banda asociada a Raf-1.

Como se puede observar en la figura, la banda es mas intensa para 1 mM de IPTG. Para
este valor de concentracion, la cantidad de proteina parece ser mayor para una temperatura de
20°C, aunque la diferencia respecto a 30°C es minima. Por tanto, c-Raf [1-131] no requiere un
cambio en las condiciones de expresion, manteniendo una concentracion de 1 mM de IPTG e
incubando a 20°C durante toda la noche, para obtener el maximo nivel de producto proteico.

4.2  Purificacion a gran escala de K-Ras

La construccidn de la secuencia completa de K-Ras WT H isoforma B (ID P01116-2),
clonada en el vector pNSlI, se expreso en la cepa BL21 de E.coli con 1 mM de IPTG a 20°C
durante un periodo de incubacion de 12-16 horas, pues los ensayos de optimizacion de la
sobreexpresion de K-Ras se realizaron con posterioridad a esta purificacion.
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Aunque los niveles de proteina no fueron muy elevados, resultaron suficientes para los
estudios posteriores de interaccion proteina- proteina por calorimetria isoterma de titulacion
(ITC).

A partir del precipitado de esta sobreexpresion, y una vez permitido el paso de la
solucion proteica a través de la columna guelante de niquel de acuerdo al apartado 3.1.4 de
Material y Métodos, se procedio a la purificacion de K-Ras por FPLC.

El cromatograma obtenido en el Akta Purifier para esta proteina se muestra en la Figura
19. En las primeras fracciones se empled un gradiente del 3% de tampon B para eliminar
contaminantes, representado en el pico asociado a las fracciones A3, A4 y A5. También se
observa un pico correspondiente a la elucion de K-Ras equivalente a un gradiente de tamp6n B
del 30% y comprendiendo las fracciones B12, B11, B10.
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Figura 19. Cromatograma de FPLC correspondiente a la purificacion de K-Ras WT H con columna de niquel.
Se recogieron fracciones de 5 mL del eluido. Los nimeros en rojo equivalen al nimero de fracciones. La linea azul
muestra la absorbancia a 280 nm. La linea verde indica el gradiente de tampon B empleado en la purificacion.

Se cargaron en un gel de poliacrilamida del 15% las fracciones A12, B12, B11, B10 y
B9, asi como la fraccion A4 para verificar que se trataba de contaminante. También se
analizaron los controles recogidos durante el proceso de purificacion. La proteina se observé en
el gel de la Figura 20 como bandas de peso molecular aproximado de 24 kDa.
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Figura 20. Gel de poliacrilamida del 15% mostrando las fracciones iniciales de la purificacion de K-Ras WT H
con columna de niquel. En el gel se han cargado de izquierda a derecha los controles de precipitado (P), fraccién no
retenida (flow-through, F), lavado (L), tomados como se han descrito en el apartado de Material y Métodos. A
continuacion se cargd la fraccion A4, para descartar la presencia de la proteina de interés en el pico inicial, seguidas
de las fracciones A12 a la B9. Se han indicado con un punto rojo en el lateral izquierdo las bandas correspondientes a
K-Ras. En las fracciones B11, B10 y B9 se observa una banda de aproximadamente 24 kDa, que se corresponde con
K-Ras.
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Efectivamente, la fraccién A4 presentaba un patrén de bandas que no se asociaba al
peso molecular de K-Ras (contaminante), encontrandose ésta presente en las fracciones B11,
B10 y B9. Puesto que incluso la fraccion B9, que era la Gltima fraccion para la cual se pensaba
que habria proteina, presentaba una cantidad de K-Ras considerable, se prepard un segundo gel
de proteinas para analizar las fracciones restantes (Figura 21).
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Figura 21. Gel de poliacrilamida del 15% mostrando el resto de fracciones de la purificacion de K-Ras WT H
con columna de niquel. En este segundo gel se muestran el resto de fracciones analizadas, correspondientes a las
fracciones B8 a la B2. Se han indicado con un punto rojo en el lateral izquierdo las bandas pertenecientes a K-Ras.

Habia proteina para las fracciones B8 a la B3, mientras que la fraccion B2 carecia de K-
Ras. Se concentraron las fracciones B10 a la B3 empleando un concentrador Amicon® Ultracel
3K durante 2 horas hasta alcanzar un volumen final de 2 mL. El producto concentrado resultante
se inyectdé en una columna de exclusién molecular Superdex 200 16/60. ElI cromatograma
obtenido del equipo Akta Prime se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Cromatograma de exclusion molecular de K-Ras WT H. La linea azul representa la absorbancia a 280
nm. Los nlmeros que aparecen en rojo indican el nimero de fraccion en el que se ha recogido la proteina purificada.

K-Ras debia eluirse en torno a los 90 mL de volumen de tamp6n de exclusion, de
acuerdo al patron de calibrado del laboratorio para la columna Superdex 200 16/60. Este
volumen de elucién se correspondia con el volumen del peso molecular correspondiente a K-
Ras, que eluye como mondmero. Se cargaron en gel de poliacrilamida al 15% las fracciones 10
a la 23 (Figura 23), con objeto de comprobar si se habia obtenido proteina purificada.
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Figura 23. Gel de poliacrilamida del 15% de las fracciones de proteina obtenidas por cromatografia de
exclusion molecular. Se puede comprobar la presencia de K-Ras en las fracciones 17, 18 y 19.

Finalmente, se concentraron las fracciones 17, 18 y 19 hasta lograr un volumen
aproximado de 200 pL. Se midid la concentracién por el método de Bradford, resultando en
1,68 mg/mL de proteina. Esta proteina pura se dividio en alicuotas de 50 pL, que se congelaron
en nitrégeno liquido y fueron almacenadas a -80°C. Con esto, K-Ras ya podia ser empleada en
experimentos de interaccion una vez se purificara su efector, Raf-1.

4.3  Purificacion a gran escala de Raf-1

De las cuatro construcciones de las que se partia en este trabajo, se decidié analizar en
primer lugar c-Raf [51-131], que comprende el dominio de unién a Ras (RBD). Esta
construccién, ligada en el vector pNSI, se expresé en la cepa BL21 de E.coli, empleando 1 mM
de IPTG e induciendo la sobreexpresién a 20°C durante 24 horas. Esta secuencia determina una
cadena polipeptidica de 102 aminoacidos y punto isoeléctrico de 9,26. c-Raf [51-131] tiene un
peso molecular de 11,27 kDa, al que deben afadirse los 3-4 kDa propios de la etiqueta de 6
residuos histidina y del sitio de corte de la proteasa 3C.

La purificacion de Raf-1 por FPLC se llevé a cabo a partir del precipitado obtenido
mediante el procedimiento descrito en Material y Métodos. ElI cromatograma resultante de la
purificacion en el equipo Akta Purifier se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Cromatograma de FPLC correspondiente a la purificacion de Raf-1, aminodcidos 51 al 131, con
columna de niquel. Se recogieron fracciones de 5 mL del eluido. Los nimeros en rojo equivalen al nimero de
fracciones. La linea azul muestra la absorbancia a 280 nm. La linea verde indica el gradiente de tampén B empleado
en la purificacién.

Como se puede observar, el cromatograma muestra dos picos, de los cuales el segundo
es el que contenia a Raf-1, eluyendo en un gradiente aproximado del 27% de tampon B. El
primer pico, més abrupto, se relaciona con la presencia de contaminantes para un gradiente del
3% de tamp6n B.
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Aunque las fracciones para las cuales se pensaba que habria proteina comprendian
desde la fraccion A8 a la A12, también se cargaron en el gel de poliacrilamida del 15% las
fracciones iniciales, junto con los controles de precipitado, sobrenadante, fraccion no retenida y
lavado obtenidos mediante los procedimientos descritos anteriormente (Figura 25).
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Figura 25. Geles de poliacrilamida del 15% de las fracciones de proteina obtenidas por FPLC de la
construccion 51-131 de Raf-1. En el primer gel se cargaron los controles de precipitado (P), sobrenadante (SB),
fraccion no retenida (F) y lavado (L), seguido de las fracciones Al a la A10, mientras que en el segundo aparecen las
bandas correspondientes a la fracciones All a la B10. Las bandas se asocian a un peso molecular aproximado de 14
kDa, indicado con un punto lateral rojo.

El gel indicaba una presencia minima de Raf-1 en las fracciones B12, B11 y B10, por lo
que no toda la proteina se eluy6 para un gradiente del 100% de tampdn B. La concentracion de
imidazol empleada, de 200 mM, no fue suficiente como para eluir a c-Raf [51-131] en el
volumen de elucién que se correspondia con el volumen del peso molecular de la proteina, por
lo que debian emplearse concentraciones mayores. En purificaciones posteriores a este ensayo
se utilizo una concentracion de imidazol de 500 mM.

Asi pues, de acuerdo a los resultados observados en los geles de poliacrilamida, se
decidi6 concentrar las fracciones A8 a la B10 utilizando un concentrador Amicon® Ultracel 3K.
Las fracciones A3 y A4, aunque contenian un nivel de proteina significativo, también indicaban
la presencia de contaminantes y se descartaron. El producto final concentrado en un volumen de
2 mL se inyect6 en una columna de exclusién molecular Superdex 200 16/60 a una temperatura
de 4°C y con un flujo de 0,5 mL/ min, dando lugar al cromatograma de la Figura 26.
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Figura 26. Cromatograma de exclusién molecular de Raf-1, construccion 51-131. El valor de absorbancia a 280
nm se representa por la linea azul. Los nimeros que aparecen en rojo indican el nimero de fraccion en el que se ha
recogido la proteina purificada.
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En un gel de poliacrilamida del 15% se dispusieron las fracciones 17 a la 28 (Figura
27), ademas del marcador de pesos moleculares (Nippon®), para verificar la presencia de
proteina purificada y concentrada tras la cromatografia de exclusion molecular.
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Figura 27. Gel de poliacrilamida del 15% de las fracciones de proteina obtenidas por cromatografia de
exclusiéon molecular. Se muestran de izquierda a derecha las fracciones cargadas, de la 17 a la 28. Las fracciones 20,
21y 22 indican la presencia de proteina purificada.

El cromatograma mostraba un pequefio pico asociado a las fracciones 27 y 28, aunque
su andlisis mediante electroforesis SDS-PAGE corrobord que se trataba de contaminante. Las
fracciones 20, 21 y 22 se concentraron hasta alcanzar un volumen de 200 pL. Se midio la
concentracion de proteina pura por el método de Bradford, resultando en 6 mg/mL. Este
volumen de proteina se dividio en alicuotas de 50 pL, que se congelaron en nitrogeno liquido y
se almacenaron a -80°C.

4.4  Caracterizacion de la interaccion entre K-Ras y Raf-1

4.4.1 Medida a pequeiia escala: pull-down

El ensayo de pull-down se emplea para determinar el estado de interaccion fisica entre
dos 0 mas proteinas. Esto se realiza a través de la captura selectiva de proteinas mediante el uso
de particulas de agarosa recubiertas de ligando, pues sélo se unira la proteina con la etiqueta
correspondiente. De esta forma, se afiade la solucion con la primera proteina, se elimina el resto
de moléculas no unidas, se afiade la segunda proteina - que s6lo quedara retenida si se une a la
primera - y finalmente se eluye el complejo de interaccion proteina - proteina a través de un
tampon que contenga un analito quimicamente competitivo con el ligando inmovilizado.

Se disponia de la proteina K-Ras WT H expresada con la etiqueta de MBP,
correspondiente al vector pMBKI. Ademas, la construccion c-Raf [51-131] se encontraba
clonada en el vector pNSI, que codifica para la etiqueta de poli-histidinas. Por tanto, se realizd
el ensayo de pull-down con las dos proteinas de interés sobreexpresadas con tags distintos.

El cultivo para cada una de las proteinas se realizé en 10 mL de LB. Como se describio
en Material y Métodos, se tomaron como controles una muestra del precipitado, otra del
sobrenadante antes de afiadir la segunda proteina, otra del segundo sobrenadante tras incubar
con la proteina de unién y una Ultima de la elucion del complejo. El complejo Raf- Ras para
beads de niquel se eluyé con tampén B con 500 mM de imidazol. Asi, el resultado del ensayo se
muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Medida de la interaccion entre K-Ras WT en pMBKI y c-Raf [51-131] en pNSI mediante ensayo
por pull-down. En el gel se indican de izquierda a derecha los controles cargados, respectivamente, del precipitado
(P), del sobrenadante antes de la adicién de la segunda proteina (A) y después (D), y la muestra correspondiente a la
elucion del complejo de interaccion (EL). Los pocillos 2 al 5 se corresponden con beads de niquel, afiadiendo en
primer lugar Raf-1 y, en segundo, K-Ras WT. Se indican los valores correspondientes a los pesos moleculares. Las
bandas asociadas a la presencia de producto proteico se indican con un punto rojo en el lateral izquierdo.

K-Ras tiene un peso molecular de 21 kDa, mientras que su etiqueta MBP tiene 41 kDa.
Por tanto, se esperaba obtener una banda de peso molecular aproximado de 62 kDa. De la
misma manera, el peso molecular de c-Raf [51-131] es de 11 kDa que, afiadidos a los 3-4 kDa
de la etiqueta His6 tag y del sitio de corte de la proteasa 3C, resultan en una banda de unos 14
kDa. El pocillo 5, que se corresponde con la elucion del complejo Raf- Ras para beads de
niquel, muestra la presencia de estas dos bandas y, por tanto, la interaccion de K-Ras y Raf-1 in
vitro. Los ensayos mediante pull-down permiten determinar cualitativamente la interaccion
proteina - proteina, mientras que el ITC, como se verd posteriormente, permite ampliar la
informacidn y obtener datos de parametros y modelos de union.

A su vez, se decidio realizar el mismo ensayo con K-Ras mutada, que presenta un
cambio de glicina por valina en el residuo 12 (G12V), sobreexpresada en pMBKI. Se analizé
también para la misma construccion de Raf-1. Este resultado se muestra en la Figura 29.

P AT m
53 kDa :
E AR )

41 kDa

32 kDa

23 kDa

14 kDa

10 kDa

Figura 29. Medida de la interaccion entre K-Ras G12V en pMBKI y c-Raf [51-131] en pNSI mediante ensayo
por pull-down. En el gel se indican de izquierda a derecha los controles cargados del precipitado (P), del
sobrenadante antes de la adicion de la segunda proteina (A) y después (D), y de la elucion de ambas proteinas (EL).
Los pocillos 2 al 5 se corresponden con beads de niquel, afiadiendo en primer lugar Raf-1 y, en segundo, K-Ras V12.
Se indican los valores correspondientes a los pesos moleculares. Las bandas asociadas a la presencia de producto
proteico se indican con un punto rojo en el lateral izquierdo.
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Como indican los estudios realizados por Chuang et al. (1994), la interaccion mediada
por Ras V12 es practicamente idéntica a la mostrada para el tipo silvestre, sugiriendo que la
region mutada no afecta a su union con Raf-1. Este hecho se puede comprobar en el pocillo 5 de
la Figura 29, donde se verifica la presencia de ambas bandas, la correspondiente a K-Ras V12
con la etiqueta de MBP y la de c-Raf [51-131] con el tag de 6 histidinas. Por tanto, K- Ras
mutada y c-Raf [51-131] también interaccionan in vitro.

4.4.2 Medida a gran escala: Isothermal Titration Calorimetry (ITC)

Una vez comprobado que ambas proteinas interaccionaban a pequefia escala mediante el
analisis por pull-down, el siguiente paso fue verificar dicha interaccion a través de la
calorimetria isoterma de titulacion (ITC), que mide los cambios en la entalpia de la reaccion al
formarse el complejo de union.

Se partié de 1 L de caldo de cultivo, tanto para K-Ras como para Raf-1, afladiéndose 1
mM de IPTG para inducir la expresion. Tras purificar ambas proteinas de acuerdo a lo descrito
en Material y Métodos, se logrd obtener una concentracién de proteina de 1,68 mg/mL para K-
Ras WT H y de 6 mg/mL para c-Raf [51-131]. Se prepararon las muestras y se ajustaron los
parametros del equipo de acuerdo al apartado 3.3. La grafica que resultd de este ensayo se
muestra en la Figura 30.
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Figura 30. ITC para K-Ras WT H y la construccion c-Raf [51-131] humana. La gréafica representa los valores de
ratio de calor liberado (uJ/ s) frente a tiempo (s). Se efectuaron 25 inyecciones, con un tiempo de espera entre
inyecciones de 180 s y agitacion de 300 rpm. La temperatura de la celda era de 8°C. La inyeccion inicial fue de 0,95
pL, mientras que las restantes fueron de 1,96 pL. La linea base de los picos se encuentra corregida.

La interaccion entre K-Ras WT y c-Raf [51-131] se trata de una reaccion exotérmica en
donde el calor que se libera es detectado por el sistema a partir de la modificacion del
controlador térmico para mantener la temperatura estable. Ademas, en el caso de producirse la
interaccion, los primeros picos de la gréafica son elevados, pues existe mayor proteina disponible
que permite la asociacion de Raf-1 a K-Ras cuando la primera es inyectada sobre la segunda.
Sin embargo, a medida que aumenta la concentracion de Raf-1 afiadido, la proteina que se
encuentra en la celda se satura y se desprende menos calor en inyecciones sucesivas, por lo que
los picos van reduciendo su altura. Esto es lo que se observa para la Figura 30, por lo que se
puede verificar que K-Ras WT y c-Raf [51-131] interaccionan también a gran escala.
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Como sugieren Chuang et al. (1994), el segmento que comprende los residuos 51 al 131
de Raf-1 (RBD) es suficiente para su unién con K-Ras, mientras que el resto de residuos se
encargan de incrementar la estabilidad de la proteina de fusién o aumentar la efectividad de
unién con K-Ras. Ademas, el andlisis de los datos obtenidos mediante el software Nanoanalyze
(TA Instruments®) permitié deducir los parametros de la unién, que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros termodinamicos de la asociacion entre K-Ras WT y c-Raf[51-131].

K-Ras WT -Raf-RBD?

Parametros Valores
n 1
K, 1,076 - 10* 1/M
Kqg 9,292 - 10° M
dH -659,9 kJ/ mol
ds -2269 J/mol-K

#Las medidas se tomaron a 8°C en un tampdn con Tris 25 mM pH 8, NaCl 100 mM, MgCl,5 mM, TCEP 1 mM. Se
muestran los valores para la estequiometria de la reaccidn (n), constante de asociacion (K,), constante de disociacion
(Ky), entalpia de unién (dH) y entropia (dS), con sus correspondientes unidades.

Se trata de una reaccidn exotérmica, dado por el valor negativo de la entalpia de reaccion
para la interaccién entre ambas proteinas (AH < 0) y por los picos ascendentes del grafico de la
Figura 30. Rudolph et al (2001) realizaron ensayos de interaccion de Ras con diferentes
efectores, entre los que se encontraba el RBD de Raf-1, obteniendo una constante de asociacion
(K,) de 12,5-10° 1/M y un valor de entalpia de -5,2 kcal/mol. Por consiguiente, la interaccion
entre K-Ras y el RBD de Raf-1 para este sistema experimental tiene un menor valor de
constante de asociacién, mientras que el valor de entalpia es mayor. Podria deducirse que esto
se debe a la propia interaccion, sin embargo, las diferencias entre estos valores se deben
posiblemente a que el ajuste del software utilizado no era muy preciso. Tratando los datos con
otros programas mas complejos podrian obtenerse unos resultados mas rigurosos. Otro estudio
realizado por Kiel et al. (2009) logra obtener una constante de disociacion de la interaccion
entre K-Ras y Raf-1 de 46 uM, que, aunque menor, es del mismo orden que 9,292:10°M, valor
conseguido en este ensayo. La estequiometria de la interaccion obedecia a un modelo
independiente, como se representa en la Figura 31.
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Figura 31. Estequiometria de interaccién entre K-Ras WT H y c-Raf [51-131]. Se muestra una representacion de
los valores del area bajo cada pico para cada una de las inyecciones. El patron de puntos obedece a un modelo
independiente, representado por la linea roja. Se han eliminado los valores de la primera inyeccion (0,95 uL), asi
como los valores finales para ajustar el modelo.
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Por Gltimo, se realizé el mismo andlisis por ITC para K-Ras mutada en el residuo 12
(G12V) con c-Raf [51-131] (Figura 32), con el objetivo de verificar la interaccion que se habia
comprobado en el pull-down.
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Figura 32. ITC para K-Ras V12 H y la construccion c-Raf [51-131] humana. La gréfica representa los valores de
ratio de calor liberado (uJ/ s) frente a tiempo (s). Se efectuaron 25 inyecciones, con un tiempo de espera entre
inyecciones de 180 s y agitacion de 300 rpm. La temperatura de la celda era de 8°C. La inyeccion inicial fue de 0,95
uL, mientras que las restantes fueron de 1,96 pL. La linea base de los picos se encuentra corregida.

Al contrario de lo que se esperaba, no se observé interaccion para K-Ras V12 y el RBD
de Raf-1, hecho que contradecia el resultado logrado en el pull-down y los estudios realizados
por otros grupos de investigacion.

El equipo de ITC es extremadamente sensible, y cualquier pequefia alteracion dificulta
la medida de la interaccién entre moléculas. En efecto, cuando se cargaron las soluciones
proteicas en el equipo, se observd como c-Raf [51-131] habia precipitado ligeramente. Por
tanto, se dedujo que c-Raf [51-131] podria estar dafiada y no ser capaz de interaccionar con K-
Ras, por lo que no se pudo comprobar la interaccion entre las dos proteinas. En todos los
experimentos realizados en este trabajo, la purificacion de c-Raf [51-131] presentaba unos altos
niveles de proteina expresada, y tendia a precipitar cuando se concentraba por encima de 0,6
mM. Por consiguiente, se tratara en un futuro de optimizar las condiciones de mantenimiento de
la proteina, bien mediante un cambio de la composicién de los tampones o a través de la adicién
de algin compuesto que incremente su estabilidad en solucion.

4.5. Perspectiva del estudio de K-Ras

KRAS se descubrié hace mas de 30 afios y es considerada la forma més cominmente
mutada en los canceres humanos, estando implicada en las oncogénesis mas agresivas. Resulta
destacable el gran interés en aumentar los conocimientos sobre K-Ras, y prueba de ello es el
gran namero de articulos publicados recientemente en relacion a las caracteristicas de K-Ras
como precursor tumorigénico (Kiyokawa y Minato, 2014), ademas de la creacion en 2013 del
Programa Ras promovido por el National Cancer Institute (NATIONAL CANCER
INSTITUTE®, 2013) con objeto de crear terapias dirigidas en el disefio de drogas que blogueen
la funcidn de este oncogén. Uno de los proyectos mas innovadores fijados para este programa
consiste en el estudio de los complejos formados por K-Ras, por lo que resulta de especial
relevancia el andlisis de la interaccidn de esta proteina con sus efectores.
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Los oncogenes Ras han llegado a ser considerados como imposibles de tratar con drogas
("undruggable™), debido a que la estructura tridimensional disponible proporcionaba pocos
datos acerca de los sitios a los que estos medicamentos podrian unirse (Shao et al., 2014). Sin
embargo, el desarrollo de técnicas més sofisticadas de imagen molecular (structural imaging) de
la estructura de la proteina, asi como el avance en nuevos campos como la nanotecnologia,
permitira elucidar la estructura completa de K-Ras y sus diferentes sitios de unién, lo que
contribuira a la creacion de nuevas drogas.

La mayoria de estudios estructurales realizados hasta la fecha sobre la subfamilia Ras
estan basados en H-Ras y su unién con moléculas como GDP (PDB 4EFL), SOS-1 (PDB
1BKD) o PI3K (PDB 1HES8), por lo que en este trabajo se parti6é de poca informacion del modo
de interaccion entre K-Ras y su efector en la ruta ERK, Raf-1. El Unico trabajo que aportd
alguna referencia de la estructura de K-Ras y la forma en que podria unirse con otras moléculas
fue el de Maurer et al. (2012), que mostraba de manera limitada la estructura de la unién de K-
Ras con GDP. A pesar de la homologia en las secuencias de nucleétidos para H-Ras y K-Ras,
resultaria interesante conocer la funcion que el extremo hipervariable C-terminal desarrolla en la
especificidad, tanto en la expresion diferencial como en la estructura e interaccion con
moléculas concretas, de ambas proteinas (Castellano y Santos, 2011).

Por tanto, la finalidad de este trabajo fue la de iniciar una nueva descripcion del modo
de unién de K-Ras con Raf-1. Se verifico que, efectivamente, se producia la interaccion entre
ambas proteinas, obteniendo diversos parametros de la union a través de ITC. El andlisis de la
estructura de K-Ras y la identificacion de los sitios que contribuyen a su unién con otras
moléculas, asi como la descripcion del complejo de unién con Raf-1, utilizando series de
cristalizacion u otras herramientas, permitira el disefio de drogas o compuestos que estén
dirigidos bien a K-Ras mutada, o a alterar su interaccién con Raf-1, eliminando la sefial
constitutivamente activada de la ruta y creando un tratamiento efectivo contra el cancer.

5. CONCLUSIONES

e Las condiciones optimizadas de sobreexpresion de K-Ras consisten en afiadir a 1 L de caldo
de cultivo en LB 0,4 mM de IPTG e incubar a 30°C durante 4 horas, mientras que 1 mM de
IPTG e incubacion a 20°C durante 16 horas permiten obtener una cantidad de Raf-1
considerable.

e c-Raf [51-131] y c-Raf [51-140] presentan mayores niveles de expresion que c-Raf [1-131]
y c-Raf [1-140] debido, posiblemente, a alteraciones en su conformacion y, por tanto, en su
estabilidad.

e Tanto K-Ras como Raf-1 se purifican correctamente por cromatografia de afinidad con
columna quelante de niquel y por cromatografia de exclusion molecular. Sin embargo, se
deberia cambiar la composicion de los tampones para Raf-1 con objeto de aumentar su
estabilidad y evitar su precipitacion en solucion.

e K-Rasy Raf-1 interaccionan directamente para el sistema experimental descrito. Esta union
se produce tanto a pequefia escala mediante estudios por pull-down como a gran escala por
calorimetria isoterma de titulacion (ITC).
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7. ANEXOS

ANEXO |

Tabla 2. Condiciones y mezcla de la PCR realizada a partir del vector pBabe inicial de K-Ras. La temperatura

de fusion (Tm) es de 65°C de acuerdo al disefio de los cebadores y las especificaciones de la polimerasa.

PCR de K- Ras a partir de vector pBabe

Condiciones Mezcla
95°C -3’ 5 L buffer HiFi (Kapa Biosystems®)
35 ciclos: 0,75uL dNTPs (Kapa Biosystems®)

98°C — 20> 0,75 pL primer FWD (K-Ras 1 FWD)

65°C - 15° 0,75 pL primer RV (K-Ras 188 RV)

72°C —30” 1,5 uL DMSO
Ext. Final: 72°C - 5 0,5 uL DNA molde

0,5 uL Kapa Hifi DNA polimerasa (Kapa Biosystems®)
15,25 pL H,0

Tabla 3. Condiciones y mezcla de la PCR de colonia a partir de las placas de resiembra de K-Ras WT y K-Ras
V12 en vectores pNKI, pNSI y pMBKI. La mezcla para los vectores recombinantes pNKI y pNSI contenian los
cebadores T7 directo y T7 reverso, mientras que el vector pMBKI requeria de los cebadores MBP directo y T7

reverso. La Tm es de 55°C de acuerdo al disefio de los cebadores y las especificaciones de la polimerasa.

PCR de colonia RAS WT y V12 en vectores pNKI, pNSI, pMBKI

Condiciones Mezcla

95°C -5 2 uL buffer B 10X (Solis Biodyne®)

35 ciclos: 2 uL MgCl, 25 mM (Solis Biodyne®)
95°C — 45> 0,4 uL dNTPs 10 mM (Kapa Biosystems®)
55 °C- 45¢ 0,6 uL primer FWD (T7 directo, MBP directo)
72°C -1’ 0,6 pL primer RV (T7 reverso)

Ext. Final: 72°C — 10 - 1 colonia

0,2 uL. DNA polimerasa Firepol®
14,2 uL H,0
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Tabla 4. Condiciones y mezcla de la PCR realizada a partir del vector pFAST-BAC de Raf-1. La Tm es de 55°C
de acuerdo al disefio de los cebadores y las especificaciones de la polimerasa. Se prepararon hasta 4 mezclas de PCR,
de acuerdo a la combinacion de oligonucleétidos correspondiente a la construccion que se deseaba obtener: por
ejemplo, la construccion 51-131 requeria del oligonucle6tido c-Raf 51 FWD y c-Raf 131 RV.

PCR de Raf-1 a partir del vector pFAST-BAC
Condiciones Mezcla
95°C _ 5° 5 uL buffer HiFi (Kapa Biosystems®)
35 ciclos: 0,75 uL dNTPs (Kapa Biosystems®)
98°C — 20’ 0,75 pL primer FWD (Sigma-Aldrich®)
55 9C _ 15 0,75 uL primer RV (Sigma-Aldrich®)
720C — 45’ 1,5 uL DMSO
Ext. Final: 72°C — 5° 0,5 L. DNA molde
0,5 uL Kapa Hifi DNApol (Kapa Biosystems®)
15,25 uL H,0

Tabla 5. Condiciones y mezcla de la PCR de colonia a partir de las placas de resiembra de Raf-1 en vector
pNSI. La mezcla de PCR para el vector pNSI requiere de cebador T7 directo y T7 reverso. La Tm es de 55°C de
acuerdo al disefio de los cebadores y las especificaciones de la polimerasa. El tiempo de extension fue de 2 minutos
para asegurar la efectividad de la polimerasa.

PCR de colonia de las ligaciones de Raf-1 en pNSI
Condiciones Mezcla
95°C -5 2 uL buffer B 10X (Solis Biodyne®)
35 ciclos: 2 uL. MgCl, 25 mM (Solis Biodyne®)
95°C — 45> 0,4 uL dNTPs 10 mM (Kapa Biosystems®)
55 °C-45° 0,6 pL primer FWD (T7 directo)
72°C -2 0,6 puL primer RV (T7 reverso)
Ext. Final: 72°C —10° - 1 colonia
0,2 uL DNA polimerasa Firepol®
14,2 pL H,0
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ANEXO IlI

Tabla 6. Cebadores directos y reversos empleados para las mezclas de las PCR realizadas. Se muestra la
combinacién de pares de bases, asi como la Tm, para cada uno de los oligonucleétidos disefiados tanto para K-Ras
como para Raf-1. En el caso de esta ultima, los cebadores se disefiaron para delimitar y obtener las diferentes
construcciones.

K-Ras1 FWD | 5°—-CAGGGACCCGGTATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAG - 3’;
Tm: 66°C

K-Ras 188 RV | 5°— CGAGGAGAAGCCCGGTTACATAATTACACACTTTGTCTTTGACTTCTTTT -37;
Tm: 64,8°C

c-Raf 1 FWD 5 -~ CAGGGACCCGGTATGGAGCACATACAGGGAGCTTGGAAGACGATC -3’
Tm: 75°C

c-Raf 51 FWD | 5 -CAGGGACCCGGTCCTTCTAAGACAAGCAACACTATCCGTGTTTTCTTGC -3’
Tm: 74,4°C

c-Raf 131 RV 5 -
CGAGGAGAAGCCCGGTTACAGGAAATCTACTTGAGGTTCTTCTCCAATCAAAGACG
CAG -3’

Tm: 75,7°C

c-Raf 140 RV 5 -
CGAGGAGAAGCCCGGTTAGTTGTGTGTTGTGAGGGGAACATGATCCAGGAAATC —
3

Tm: 75,4°C
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