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ACN:
ADN:
APC:
AT:
BMRB:

BSA:
CARA:

CCP4:

CERM:

CON:
COOT:

C-terminal:
DSC:
DSF:
DTT:
E. coli:
ECV:
EGF:
EPCR:
ESRF:
Fbg:
Fbn:
FPLC:

FPR:
FSAP:
FV-FXIII:

FVIllal:
FVIlla2:
FVIlla3:
Gla:

Angstrom

Acetonitrilo

Acido desoxirribonucleico
Proteina C activada
Antitrombina

Base de datos de Resonancia Magnética (del inglés, Biological Magnetic
Resonance Data Bank); (www.bmrb.wisc.edu)

Albumina de suero bovino (del inglés, bovine serum albumin)

Programa para la asignacion de resonancias asistido por computador (del ingles,
Computer-aided resonance assignment)

Programa para el andlisis de datos de cristalografia por rayos X de
macromoléculas (del inglés, Collaborative computational project No. 4)

Centro de Resonancia Magnética, Universidad de Florencia, Italia (del italiano,
Centro di Risonanze Magnetiche)

Experimento de correlacidon heteronuclear carbono-nitrégeno

Programa para el procesamiento y modelado de estructuras 3D de
macromoléculas (del inglés, Crystallographic object-oriented toolkit)

Carboxi-terminal

Calorimetria diferencial de barrido (del inglés, differential scanning calorimetry)
Fluorimetria diferencial de barrido (del inglés, differential scanning fluorimetry)
Ditiotreitol

Escherichia coli

Enfermedad cardiovascular

Factor de crecimiento epidérmico (del inglés, epidermal growth factor)
Receptor endotelial de la proteina C (del inglés, endothelial protein C receptor)
European Synchrotron Radiation Facility

Fibrindgeno

Fibrina

Cromatografia liquida de proteinas (del inglés, fast protein liquid
chromatography)

D-Phe-Pro-Arg-clorometilcetona, o FPR-clorometilcetona, o PPACK
Proteasa activadora del factor VII (del inglés, factor VIl activator protease)

Factores V-XIll de la cascada de coagulacién. FVa-FXllla se refieren a las formas
activas

Conector interdominios A1-A2 del factor VIII
Conector interdominios A2-B del factor VI
Conector interdominios B-A3 del factor VIl

Dominio rico en residuos de y-carboxiglutamato
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GP Ib-IX-V:

GPCR:

HAMSTeRS:

HCII:
Hir-C:
HRP:
HsQC:

IPTG:
ITC:
K1:
LB:
LBS-1:
LRR:

MALDI-TOF:

MS:
Ni-NTA:

N-terminal:
PAR:

PAR1:
PARleCtO.
PAR].L!

PARLs:

PC:
PCI:
PCR:
PDB:
PMSF:
PNI:
PS:

Receptor de membrana presente en plaguetas formado por las glicoproteinas Ib,
IXyV

Receptor de transmembrana acoplado a proteinas G (del inglés, protein coupled
receptors)

Dase de datos de mutaciones, estructura y ensayos asociados a la Hemofilia A
(del inglés, The haemophilia A mutation, structure, test and resource site);
(http://www.hadb.org.uk/)

Cofactor Il de la heparina (del inglés, heparin cofactor Il)
Cola C-terminal de la hirudina (Gly>*-GIn®) con la Tyr®® sulfatada
Peroxidasa de rabano (del inglés, horseradish peroxidase)

Experimento de correlacién heteronuclear protén-nitrégeno (del inglés,
heteronuclear single quantum correlation)

Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido

Calorimetria isotermal de titulacién (del inglés, isothermal titration calorimetry)
Dominio tipo kringle

Medio de cultivo Luria-Bertani para células bacterianas

Sitio de unién de ligando-1 en el receptor PAR1 (del inglés, ligand binding site-1)
Regiodn rica en leucinas (del inglés, leucine rich region)

Desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (del inglés, matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight).

Espectrometria de masas (del inglés, mass spectrometry)

Niquel-acido nitrilotriacético (del inglés, nickel-nitrilotriacetic acid). Matriz de
agarosa derivatizada con acido nitrilotriacético cargada de iones Ni%*

Amino-terminal

Receptor activado por proteasa (del inglés, protease-activated receptors)
Receptor activado por proteasa-1 (del inglés, protease-activated receptor-1)
Ectodominio del receptor activado por proteasa-1

PAR1ong, variante del dominio extracelular de PAR1 (que consta de los residuos
37-102)

PAR1short, Variante del dominio extracelular de PAR1 (que consta de los residuos
42-102)

Proteina C

Inhibidor de la proteina C (del inglés, protein C inhibitor)

Reaccidn en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction)
Base de datos de proteinas (del inglés, Protein Data Bank)

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (del inglés, phenylmethylsulfonyl fluoride)
Proteasa nexina |

Proteina S
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PVDF:
RMN:

RX:

SC:
SDS-PAGE:

SP:
TAFI:

TCEP:
TF:
TFPI:

TM:
tPA:

Fluoruro de polivilideno (del inglés, polyvinylidene fluoride)
Resonancia magnética nuclear

Rayos X

Estafilocoagulasa (del inglés, staphylocoagulase)

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (del inglés,
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

Proteasa serinica (del inglés, serine protease)

Inhibidor de la fibrindlisis activado por la trombina (del inglés, thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor)

Tris-2-carboxietil fosfina (del inglés, tris(2-carboxyethyl)phosphine)

Factor tisular (del inglés, tissue factor)

Inhibidor de la via del factor tisular (del inglés, tissue factor pathway inhibitor)
Temperatura de desnaturalizacién

Trombomodulina

Activador de plasmindgeno tisular (del inglés, tissue-type plasminogen activator)
Factor tisular (del inglés, tissue factor)

Factor de von Willebrand

Cualquiera de los 20 aminoacidos
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan la primera causa de mortalidad y

morbilidad a nivel mundial, causando alrededor de 1.9 millones de muertes anuales, solamente
en la Unién Europea. En Espafa, aproximadamente uno de cada tres decesos es causado
directamente por una enfermedad cardiovascular. Esto supone un coste al sistema sanitario
nacional de unos 8.000 millones de euros al afio, una cantidad que se eleva hasta casi 196.000
millones de euros en la Unién Europea. Respecto al presupuesto total en sanidad, en Espafia el
8.0% se dedica a las enfermedades cardiovasculares, y la inversidn supone un 9% del total en la
Unidn Europea (datos referidos al afio 2009)". De estos costos totales, el 54% representa los
gastos directos en cuidados sanitarios, el 24% la pérdida de productividad y el 22% restante el
cuidado informal de la persona con la ECV. Por tanto, el estudio de las causas de estas

enfermedades no sélo posee una gran relevancia clinica, sino también socio-econdmica.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las ECV engloban las enfermedades
del corazén y de los vasos sanguineos: cardiopatia coronaria (i.e. enfermedad de los vasos
sanguineos que irrigan el musculo cardiaco o miocardio), enfermedades cerebrovasculares (i.e.
enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan el cerebro), arteriopatias periféricas (i.e.
enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan los miembros superiores e inferiores),
cardiopatia reumatica (i.e. lesiones del miocardio y de las vdlvulas cardiacas debidas a la fiebre
reumatica, una enfermedad causada por estreptococos), cardiopatias congénitas (i.e.
malformaciones del corazén presentes desde el nacimiento), y trombosis venosas profundas y
embolias pulmonares (asociadas con codgulos de sangre o trombos formados en las venas de
las piernas, que pueden desprenderse [émbolos] y alojarse en los vasos del corazén o los

pulmones).

El presente trabajo se centra en las bases moleculares de la actividad de la trombina,
una proteasa serinica que, como su nombre indica, es esencial para los procesos que conducen

a la formacion de codgulos sanguineos, y por tanto extremadamente relevante para la

! Nichols M, Townsend N, Luengo-Fernandez R, Leal J, Gray A, Scarborough P, Rayner M. European Cardiovascular
Disease Statistics 2012. European Heart Network, Brussels, European Society of Cardiology, Sophia Antipolis.
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trombosis. La definicidn clinica de trombosis es la presencia patoldgica de un coagulo en un
vaso sanguineo o en el corazén que causa la obstruccion del flujo sanguineo en el sistema
circulatorio. Dependiendo de donde se localice el trombo (es decir, en la parte venosa o arterial
del sistema vascular), la enfermedad trombdtica puede clasificarse en trombosis venosa o
arterial. Ambos tipos de trombosis se consideran enfermedades distintas, y se caracterizan por
diferentes mecanismos patogénicos y factores de riesgo subyacentes [Rosendaal, 1999;2005].
Sin embargo, la perturbacién del equilibrio hemostatico natural es comun a la patogénesis de
ambas formas de trombosis. Como veremos en el epigrafe siguiente, en individuos sanos la
hemostasia esta cuidadosamente controlada mediante varios mecanismos anticoagulantes que
equilibran las fuerzas procoagulantes, previniendo asi la coagulacién sanguinea inapropiada y el
riesgo de aparicidon de trombosis. Cuando este equilibrio se altera desplazandose a favor de las

fuerzas procoagulantes, el riesgo de formacién de trombos aumenta [Rosendaal, 1999].

A mediados del siglo XIX, el pionero en el campo de la hemostasia, Rudolph Virchow,
postuld que existen tres causas principales que contribuyen a la formacién de un trombo,
conocidas como la triada de Virchow: (i) cambios en la composicidn de la sangre, (ii) en la pared
vascular, y (iii) en el flujo sanguineo [Virchow, 1856]. La trombosis arterial estd mediada por
cambios en la pared vascular (aterosclerosis), mientras que los factores de riesgo conocidos
para la trombosis venosa pueden dividirse en aquellos que son atribuibles a cambios en el flujo
sanguineo (estasis), o a cambios en la composicion de la sangre que conducen a su

hipercoagulabilidad.

Aungue la amplia clasificacion de Virchow es todavia vdlida, en la actualidad la visién de
la trombogénesis es mas refinada producto de los progresos realizados en este campo de
investigacion. Hoy dia se acepta que la trombosis es una enfermedad multifactorial que puede
ocurrir como consecuencia de la interaccidon entre dos o mas factores de riesgos genéticos o
adquiridos (i.e. ambientales o conductuales), cuya sinergia provoca la superacién del umbral
anticoagulante e inclina asi la balanza hemostatica natural entre los elementos pro- vy
anticoagulantes. Los factores de riesgo adquiridos para la trombosis incluyen cambios inducidos
por condiciones tales como el embarazo, intervenciones quirurgicas, la inmovilizacidn,
condiciones hipobdricas, enfermedades autoinmunes, la dieta, el tabaquismo y el uso de
anticonceptivos orales, ademds de trastornos intercurrentes como la diabetes mellitus, la
dislipidemia, la hipertension o la hiperhomocisteinemia [Rosendaal, 1999;2005, Seligsohn and

Zivelin, 1997].
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En cuanto a los condicionantes genéticos involucrados en el desplazamiento del
equilibrio hemostatico hacia la coagulacion, la de mayor frecuencia es aquella que afecta al
sistema anticoagulante de la proteina C (PC), patologia denominada como resistencia a la
proteina C activada (APC). Esta patologia no sdélo estd causada por la mutacién factor Vieigen U
otras formas polimérficas del factor V de coagulacién (FV) [Dahlback, Carlsson, et al., 1993,
Williamson, Brown, et al., 1998, Chan, Lee, et al., 1998], sino también por las deficiencias en la
PC [Zoller and Dahlback, 1994] o en su cofactor, la proteina S (PS) [Garcia de Frutos, Fuentes-
Prior, et al., 2007]. Otra causa comun de trombosis es la insuficiencia de un importante
inhibidor de la trombina y del factor Xa, la antitrombina (AT, originalmente llamada
antitrombina Ill; para las caracteristicas principales de estos factores pro- y anticoagulantes, ver
los siguientes epigrafes) [Lane and Caso, 1989], asi como niveles elevados de factores
procoagulantes como el factor VIIl o la protrombina [Dahlback, 2000, Vencesla, Corral-
Rodriguez, et al., 2008]. Ademads, otros factores diferenciales son la edad, el sexo y el estilo de

vida, los cuales afectan a la acumulacién de riesgos de trombosis en los individuos.

Las implicaciones (pato)fisioldgicas de la formacidon de trombos, no sélo en el contexto
de las enfermedades cardiovasculares, sino también en muchos procesos vinculados con las
respuestas inflamatorias -que participan en el desarrollo y evolucién de placas de ateroma-,
han provocado estudios detallados de las bases moleculares de estos procesos. Un elemento
esencial de los mismos son las reacciones bioquimicas que subyacen a la activacién de la

cascada de la coagulacién, y que se detallan en el epigrafe 1.3.

La hemostasia es el mecanismo fisiolégico responsable de controlar la fluidez de la
sangre, orquestando la rdpida formacién de un coagulo sanguineo ante dafios en el sistema
vascular, con el propdsito de detener las pérdidas de este fluido vital. Las tres fases en las que
se dividen convencionalmente los procesos hemostaticos (i.e. hemostasia primaria, coagulacién
y fibrindlisis) estan en realidad estrechamente relacionadas entre si, y se regulan estrictamente

para sellar de manera efectiva las heridas vasculares y promover la reparacion vascular.

La formacidn del trombo primario (hemostasia primaria) se inicia con la adhesidn de las
plaquetas a las fibras de colageno que se encuentran bajo el endotelio vascular, y que quedan

expuestas al ser daflado un vaso sanguineo. La unién de las plaquetas estd mediada por la
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glicoproteina la/lla (un receptor de coldgeno especifico para estas células?), y el factor de von
Willebrand (VWF), que forman enlaces entre las plaquetas y las fibras de coldgeno [Sakariassen,
Bolhuis, et al., 1979]. Como resultado de esta interaccidn, las plaguetas se activan y liberan una
serie de compuestos, incluyendo factores de la cascada de la coagulacién como el factor VIII
(epigrafe 1.5), asi como sustancias que estimulan aun madas la activacion plaquetaria. A
continuacion, las plaquetas se adhieren unas a otras mediante receptores de la familia de las

integrinas, lo cual resulta en la formacion del coagulo de plaquetas hemostatico.

Por otra parte, la activacion de plaquetas conduce a cambios notables en la distribucion
de los fosfolipidos de membrana gracias a la activacion de varias proteinas de transporte. Entre
éstas se encuentra la proteina llamada “escramblasa”, que promueve el transporte de
fosfolipidos cargados negativamente desde la capa interna a la externa de la membrana. Este
es un evento critico, ya que estos fosfolipidos proporcionan una plataforma para el
reclutamiento de los factores de la coagulacidn, lo cual es crucial para la propagacion eficiente
de la cascada (epigrafe 1.3). La iniciacidn de la coagulacién sanguinea (conocida también como
hemostasia secundaria) tiene como resultado la formacion de trombina, una enzima que
convierte, entre otros sustratos, el fibrindgeno soluble en fibrina, cuyos mondémeros se agregan
de forma espontanea para formar fibras insolubles que dan lugar a un coagulo de fibrina inicial.
Una descripcion mas detallada de esta cascada de reacciones se presenta en el siguiente

epigrafe.

La tercera y ultima fase de la hemostasia es la fibrindlisis, o eliminacion de los depdsitos
de fibrina una vez que las paredes vasculares han sido reparadas. Para este fin, el plasminégeno
unido a fibrina es activado por el activador tisular del plasminégeno (tPA). La plasmina
generada de esta forma es capaz de degradar proteoliticamente a la fibrina, disolviendo de esta

manera la malla del codgulo.

La formacidn de un codgulo estable gracias a la agregacion de plaquetas y la
polimerizacién de la fibrina tras un dafio vascular, es un proceso muy rdpido e importante que
evita pérdidas extensivas de sangre. Sin embargo, este sistema puede derivar en una

coagulacion excesiva que resultaria en la formacion de trombos capaces de obstruir la irrigacién

2 ;. .. . sae ;.

Empiricamente, las plaguetas son definidas como masas citoplasmaticas anucleadas con formas esféricas u
ovoides cuando se encuentran en reposo. Para simplificar, no obstante, nos referiremos a ellas a lo largo de todo
el documento como células.
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normal de drganos vitales. Para evitarlo, nuestro organismo posee diferentes mecanismos
anticoagulantes, capaces de controlar el complejo proceso de formaciéon del trombo a
diferentes niveles, y que prevalecen sobre los mecanismos procoagulantes en condiciones

normales, manteniendo asi el balance hemostatico.

Los sistemas de regulacion que proporcionan un control efectivo de la actividad
procoagulante actuan principalmente sobre los factores de la coagulacidn, y seran abordados
en los epigrafes 1.3 y 1.4 con mas detalle. Uno de estos sistemas comprende los inhibidores
circulantes que neutralizan la accidn de los factores que pertenecen a la familia de las proteasas
semejantes a la tripsina. Entre estos inhibidores se encuentran la antitrombina [Lane and Caso,
1989] y el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) [Morrissey, 2001, Baugh, Broze, et al.,
1998]. Un segundo mecanismo de regulacion negativa de la hemostasia, y el principal sistema
de control de la trombosis, es la llamada via de la proteina C [Dahlback and Villoutreix, 2003,
Dahlback, 2004, Dahlback and Villoutreix, 2005, Esmon, 1989] que se inicia con la formacién del
complejo trombina-trombomodulina [Fuentes-Prior, Iwanaga, et al., 2000]. Las reacciones
catalizadas por este complejo desencadenan una serie de mecanismos anticoagulantes vy
antifibrinoliticos que se describen mas detalladamente en el epigrafe siguiente. En condiciones
fisioldgicas, la presencia de inhibidores circulantes y la via de la PC actian de forma conjunta
para establecer el umbral de la trombosis mencionado con anterioridad, previniendo
fundamentalmente la generacion explosiva e incontrolada de la trombina. La importancia
fisioldgica de estos mecanismos de regulacidén negativa queda reflejada en la observacién que
deficiencias de la AT, la PC o la PS (implicada en la via de la PC) resultan en un mayor riesgo de
trombosis venosa [Garcia de Frutos, Fuentes-Prior, et al., 2007, Schwarz, Fischer, et al., 1984,

Egeberg, 1965, Griffin, Evatt, et al., 1981].

La cascada de coagulacion es una cadena de reacciones bioquimicas, postulada
independientemente por Davie y Ratnoff y por MacFarlane [Davie and Ratnoff, 1964,
Macfarlane, 1964], y cuyo resultado final es la formacién de un trombo sanguineo. (Si bien el
concepto de “cascada” ha quedado superado con el descubrimiento de numerosos lazos de

Ill

retroalimentacion, y es mas apropiado referirse al “sistema de la coagulacién”, por razones
practicas en este trabajo continuaremos utilizando el término “cascada”; ver la Figura 1.1 para

un esquema simplificado de la misma).
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Durante mucho tiempo se han considerado por separado una via intrinseca de
activacion de la cascada, iniciada por el factor Xll y la calicreina; y una via extrinseca, iniciada
por el factor tisular (TF). Actualmente es aceptado que el complejo de la glicoproteina TF y el
factor VIl activado (FVIla) es el que desencadena la formacién de un coagulo in vivo, como
respuesta a un dafio vascular. Cuando la pared de un vaso sanguineo es dafiada, el TF, que se
encuentra en las capas subendoteliales de la misma, forma un complejo, -en presencia de iones
calcio-, con el FVlla que circula en la sangre a bajas concentraciones [Nemerson and Repke,
1985, Rao and Rapaport, 1988, Sakai, Lund-Hansen, et al., 1989, Hagen, Gray, et al., 1986]. La
generacién de pequefias cantidades de FVlla a partir de su zimdégeno, el factor VII, puede ser
catalizada por trazas de proteasas circulantes en el plasma (i.e. el factor Xa, el factor IXa, la
trombina, o el propio factor Vlla) [Radcliffe and Nemerson, 1975, Masys, Bajaj, et al., 1982,
Wildgoose and Kisiel, 1989, Pedersen, Nordfang, et al., 1990], o bien por el activador del FVII

(FSAP), una proteasa serinica caracterizada recientemente [Romisch, 2002].

( FVlla ) |
. i e

[ Factor Tisular | '

................
........
"

............
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"""""

. .

v[ Fibrindgeno — Fibrina ]
- - &% Factor XIll — Factor Xllla

A | PARs |

Figura 1.1 Representacion esquematica parcial de la cascada de coagulaciéon. Para simplificar, sélo se muestran
las reacciones principales; y no se incluye la activacién del FIX por el complejo TF-FVIla. Nétense los multiples
papeles procoagulantes de la trombina, la cual convierte al fibrinégeno en mondmeros de fibrina que polimerizan
espontaneamente, activa al FXIll, y ademas activa a los factores de coagulacién que participan mds arriba en la
cascada de reacciones (i.e. FV, FVIIl), y que impulsan la generacion de mas trombina; asi como a las plaquetas
(procesando a los receptores activados por proteasas, PARs). Se incluyen dos inhibidores enddgenos esenciales de
la cascada de coagulacion: (i) el inhibidor multidominio de tipo Kunitz, TFPI, que bloquea al FVlla unido al TF de
manera dependiente de FXa, y (ii) la antitrombina (AT) activada por heparina, que inhibe tanto al FXa como a la
trombina. Modificado de [Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al., 2009].

El complejo FVIla-TF activa a los zimdgenos factor IX y factor X mediante protedlisis
limitada [Bauer, Kass, et al., 1990, Di Scipio, Kurachi, et al., 1978, Osterud and Rapaport, 1977,
Di Scipio, Hermodson, et al., 1977]. El factor IXa resultante forma entonces un complejo con el

factor Vllla, en presencia de iones Ca”* y fosfolipidos, conocido como complejo X-asa o tenasa
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(ver Figura 1.2). Este complejo, en el que el FVIlla actia como cofactor esencial del FIXa, es el
principal activador del factor X. Dicha activacion ocurre mediante protedlisis limitada del mismo

195 (humeracion del factor X

enlace que es hidrolizado por el complejo FVlla-TF, Arg194
humano maduro) [Nemerson and Repke, 1985, Mann, 1999, Davie, Fujikawa, et al., 1991,
Lenting, van Mourik, et al., 1998]. Se sabe que el FIXa puede activar al FX muy lentamente, pero
en presencia del FVllla la velocidad de activacion del FX se incrementa en unas 200.000 veces

[van Dieijen, Tans, et al., 1981].

Factor VIIIa

sP

Factor X ( v Factor IXa

Gla

s %z 0 Wﬁﬁﬁﬁﬁ?
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Figura 1.2 Representacion esquematica del complejo X-asa unido a su Unico sustrato fisioldgico, el Factor X. La
molécula de FVllla (en el centro) se une a la membrana fosfolipidica a través de los dominios C1 y C2. El FVllla
interacciona principalmente a través del dominio A2 (de color naranja) con el factor IXa. Estas interacciones, junto
a la unién del factor I1Xa a la membrana, conducen a la formacién de un complejo enzimatico estable (el complejo
X-asa o tenasa) que convierte al FX en FX activo (FXa). El péptido de activacion del FX se indica como un lazo que
apunta hacia el centro activo del FIXa. Gla indica un dominio rico en residuos de y-carboxiglutamato; EGF1/EGF2,
dominios similares al factor de crecimiento epidérmico; y SP, proteasa serinica. Modificado de [Vencesla, Corral-
Rodriguez, et al., 2008].

Por otra parte, el factor Xa forma un complejo con el factor Va en presencia de iones

calcio y fosfolipidos [Tracy, Nesheim, et al, 1981] que se conoce como complejo

protrombinasa, y que es el responsable de la conversiéon de la protrombina en trombina

271(1I)_-|-h r_272(1H) 320(15)_”e321(16)

mediante la hidrdlisis de los enlaces peptidicos Arg y Arg
(numeracién correspondiente a la proteina madura; los superindices entre paréntesis indican la
numeracion por correspondencia topoldgica con la tripsina y la quimotripsina, que es usada
comunmente para describir los dominios cataliticos de las proteasas serinicas) [Mann, Nesheim,
et al., 1990, Bode, Turk, et al., 1990]. El factor Va participa en la activacién de la protrombina

actuando como cofactor esencial del FXa; su presencia incrementa la velocidad de reaccién
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unas 100,000 veces [Nesheim, Taswell, et al., 1979]. Por tanto, la activacién de los factores Vy
VIl mediante protedlisis limitada es critica para una rapida generacién de trombina. En las fases
iniciales de la formacion del codgulo, ambos cofactores son activados por el factor Xa recién
formado en presencia de iones calcio, sin embargo, dicha activacion ocurre mucho mas
eficientemente si es mediada por la trombina. Por esta razdén, una vez generadas pequefas
cantidades de trombina se establece un lazo de retroalimentacién positiva muy importante (ver
Figura 1.1) [Monkovic and Tracy, 1990, Nesheim and Mann, 1979, Esmon, 1979, Suzuki,
Dahlback, et al., 1982].

Como resultado final de la cascada de reacciones resumida mas arriba, se libera al
torrente sanguineo la trombina-a o simplemente trombina®, cuya estructura y funcién se
describen en detalle en el epigrafe siguiente. Esta proteasa convierte el fibrinégeno en fibrina
mediante protedlisis limitada [Blomback and Blomback, 1972] y activa al factor Xlll en presencia
de iones calcio. El factor Xllla es una transglutaminasa que entrelaza mondmeros de fibrina, lo

gue resulta en la formacidn de un coagulo insoluble [Lorand, 2001].

Otra funcién esencial de la molécula de trombina es la activacion de la agregacién
plaquetaria a través de los receptores activados por proteasas (PARs) [Coughlin, 2005, Gandhi,
Chen, et al., 2011, Ludeman, Kataoka, et al., 2005]. Particularmente, el receptor PAR1 es uno de
los sustratos fisioldgicos de la trombina que es procesado con mayor especificidad (kcat/Km = 30
+ 1 uM™s?), por lo que actiia como un sensor exquisito de la presencia de trombina [Ayala,
Cantwell, et al., 2001]. Ademds, y como mencionamos mas arriba, la trombina estimula
potentemente su propia generacion a través de la activacién de los cofactores que participan
en las reacciones previas a su generacion (upstream) dentro de la cascada de la coagulacién

(i.e. FVy FVIII).

Como hemos mencionado anteriormente, la regulacién de esta cascada de reacciones es
esencial para el mantenimiento de la hemostasia, destacando la antitrombina (AT) entre las
proteinas circulantes que intervienen en la inhibicidon de la coagulacion de manera enddgena.

La accién de la AT se ve particularmente potenciada en presencia de glicosaminoglicanos

3 . . . o . . .

La trombina generada fisiolégicamente como consecuencia de la cascada de reacciones es conocida como
trombina-a, de la cual derivan bien por autdlisis o por protedlisis las formas menos activas denominadas trombina-

. . 75 76 -
B y trombina-y. La trombina-B se genera por un corte del enlace Arg”°-Tyr"” de la cadena pesada de la trombina-a,
. .. . 149E 150

y la trombina-y se genera por un corte adicional en la trombina-f entre Lys y Gly™". A lo largo de este
documento, el término trombina se referird exclusivamente a la forma trombina-a.
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cargados negativamente, de los cuales el mas estudiado es el sulfato de hepardn. Otros
inhibidores plasmaticos incluyen la macroglobulina-a, y el inhibidor de la via del factor tisular
(TFPI). Estas proteinas plasmaticas forman complejos estables con las proteasas serinicas como
la trombina o el factor Xa, bloqgueando completamente sus actividades procoagulantes [Lane
and Caso, 1989, Baugh, Broze, et al., 1998, Mitchell, Piovella, et al., 1991, Ye and Goldsmith,
2001].

Como se indico en el epigrafe 1.2, la otra via de inactivacién endégena de los procesos
de coagulacidn es la degradacidon de los factores Va y Vllla por la proteina C activada (APC)
(Figura 1.3) [Dahlback and Villoutreix, 2005, Esmon, 2000]. La generacion de la APC por la
trombina requiere de su unién a la trombomodulina (TM), lo cual estimula la reaccién de
activacion unas 20.000 veces [Esmon, 1989, Fuentes-Prior, lwanaga, et al., 2000, Esmon and
Owen, 1981]. Por otra parte, las reacciones de inactivaciéon ocurren también por protedlisis

limitada en presencia de iones calcio y fosfolipidos.

Factor Tisular

Figura 1.3 Representacion esquematica del papel de la via de la proteina C en la regulacion de la coagulacidn. La
cascada de reacciones iniciada con la exposicion del TF conduce a la formaciéon de los complejos tenasa (FVllla-IXa)
y protrombinasa (FVa-Xa), y en ultimo término a la formacién de la trombina. La trombina libre funciona como un
potente factor procoagulante al generar fibrina y activar las células endoteliales y las plaquetas. En cambio, una
vez unida a la trombomodulina (TM), la trombina activa rapidamente a la proteina C (APC), en un proceso
favorecido por el receptor endotelial de la PC, el EPCR. Una vez que la APC se disocia del EPCR, se une a la proteina
S, y este complejo inactiva entonces a los factores Va y Vllla. En el caso del factor Vlila, este proceso es favorecido
por la presencia adicional del factor V. Figura extraida de [Esmon, 2003].

Los inhibidores mencionados anteriormente bloquean directamente la actividad
proteolitica de las proteasas serinicas. A diferencia de ellos, la via de la PC regula la formacién

de las enzimas procoagulantes factor Xa y trombina, mediante la inactivacidn proteolitica de los

11
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cofactores de coagulacién FVa y FVllla que, como hemos mencionado antes, son cofactores
esenciales dentro de los complejos protrombinasa y tenasa, respectivamente. La inactivacién
proteolitica de FVa y FVllla (a diferencia de la inactivacién espontdnea debida a la disociacién
del dominio A2 del cofactor FVllla) es efectuada por la APC y estimulada por otro cofactor no
enzimdtico, la proteina S [He, Shen, et al., 1998, Nyberg, Dahlback, et al., 1998, Evenas, Garcia
de Frutos, et al., 2000]. Ademas, durante la degradacién del FVllla mediada por la APC, el FV
actua sinérgicamente como un cofactor adicional [Shen and Dahlback, 1994, Lu, Kalafatis, et al.,

1996], teniendo asi un papel dual como molécula pro- y anticoagulante.

La generacién de trombina a partir de la protrombina es un evento central del proceso
de coagulacién, hasta el punto que la trombina puede ser considerada el factor de la
coagulacion mas importante, teniendo en cuenta la variedad de sustratos esenciales activados
por la misma (ver epigrafe 1.4.2). En este capitulo abordamos con mas detalle la estructura,

funcidén y regulacion de esta proteasa serinica.

1.4.1 Estructura de la proteinasa

Como se menciond en el epigrafe 1.3, la trombina se deriva de su forma zimdgena
inactiva, la protrombina, una glicoproteina de unos 70 kDa que es secretada al torrente
sanguineo tras ser sintetizada en el higado. La estructura primaria de la protrombina madura
comprende un dominio NH,-terminal de unos 40 residuos rico en acidos y-carboxiglutamicos
(Gla) (ver Figura 1.4); la presencia de estos residuos confieren a este pequefio dominio la
capacidad de unir iones Ca’" y adoptar una conformacién adecuada para su unién a las
superficies fosfolipidicas aniénicas como las de las plaquetas activadas. Este dominio es seguido
de dos mddulos de tipo kringle de aproximadamente 80 residuos cada uno, y del dominio de
proteasa serinica propiamente dicho en el extremo carboxilo. La accién del complejo
protrombinasa (FVa:-FXa) genera la molécula de trombina de peso molecular 36 kDa

aproximadamente (ver Figura 1.4).

La estructura tridimensional (3D) de la trombina-a humana inhibida de manera
irreversible con D-Phe-Pro-Arg-clorometilcetona (FPR) fue determinada a finales de los afios 80

por Wolfram Bode y colaboradores [Bode, Turk, et al., 1992, Bode, Mayr, et al., 1989]. Este

12



Introduccion

trabajo pionero ha sido seguido de un gran nimero de investigaciones estructurales, muchas
de las cuales estan relacionadas con la busqueda de inhibidores especificos capaces de servir
como agentes anticoagulantes. A dia de hoy se han depositado mas de 300 estructuras de
trombina, principalmente humana en el PBD (Base de Datos de Proteinas). Sin embargo, estos
trabajos estructurales no han ofrecido una imagen fidedigna del dinamismo conformacional de
la trombina que es de gran relevancia para el funcionamiento de esta proteasa serinica

[Huntington, 2012, Lechtenberg, Johnson, et al., 2010, Di Cera, Page, et al., 2007].

Gla — K1 T K2 -ﬂ-I.SP

Protombina——————————»

R#1L_T2% cortado primero R3%_21 cortado primero

- -
+—— Fragmento 1.2 Pre2 Meizorombing ——
<A> -

Gla— K1 «+ K2 Hn—i.sp

Fl——» «—F2——» <«—Trombina —»

Figura 1.4 Representacion esquematica de la estructura de la protrombina humana y sus posibles vias de
activacion. La protrombina contiene un dominio Gla, seguido de dos dominios de tipo kringle (K) y del dominio
catalitico propiamente dicho (SP). (La representacidn esquematica no estd a escala, y sélo se representa el puente
de disulfuro que conecta la cadena ligera A [<A>] con el dominio catalitico). La generacidn de la trombina a partir
de su precursor requiere del corte de dos enlaces peptidicos: uno situado en el conector entre K2 y el dominio
catalitico (Argm(l”-Thrm(lH)) y el otro en el sitio de activacién propiamente dicho (Arggzo(ls)-lleazl(ls)) (indicados con
flechas gruesas en el esquema superior; la numeracién corresponde a la proteina madura humana). El factor Xa
libre hidroliza preferentemente el enlace Argm—Thrm, generando asi una forma inactiva llamada pretrombina-2
(Pre2). Por el contrario, la activacidn del zimégeno por el complejo protrombinasa genera inicialmente una forma
intermedia activa, la meizotrombina, al procesarse primero el sitio mds C-terminal. Dos cortes adicionales,
indicados con flechas mds pequenfias, ocurren durante el procesamiento de la protrombina. El enlace Arg155—Ser156
es atacado eficientemente por la trombina, separando asi los fragmentos 1 y 2; el corte de este enlace en la
protrombina genera el fragmento F1 y la forma inactiva pretrombina-1. (Esta via, fisioldgicamente irrelevante, no
ha sido representada para simplificar el esquema). Finalmente, en el zimégeno humano, -pero por ejemplo no en
el bovino-, el enlace Argm-Thr285 es también cortado rapidamente para generar una enzima libre con una cadena
A ligeramente mas corta.

La molécula de trombina consta de una cadena ligera de 49 residuos unida, mediante un
Unico puente disulfuro, a una cadena pesada de 259 residuos que contiene tres puentes

disulfuro intracatenarios (ver Figura 1.5A). La triada de residuos del sitio activo (His>’, Asp'®, y
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Ser'®) ocupa el fondo de un surco relativamente estrecho, delimitado por dos grandes lazos
insertados en las posiciones 60 y 149, de acuerdo con la numeracion basada en la
(quimo)tripsina. El andlisis de las diferentes estructuras reportadas revela que el lazo 60, el cual
es relativamente rigido y restringe el acceso de los sustratos macromoleculares al centro activo,
se encuentra bien conservado en las diferentes trombinas de vertebrados (ver tabla resumen
de las estructuras reportadas, Anexo 1) [Bode, Turk, et al., 1992]. Por el contrario, el lazo 149,
también llamado de autélisis o lazo-y, se encuentra moderadamente conservado entre las
diferentes especies, es mas hidrofilico, y notablemente mas flexible que el anterior. Este lazo
también juega un cierto papel en la determinacién de la especificidad de la proteasa,
participando en el reconocimiento y seleccién de los sustratos macromoleculares mediante
oclusién parcial de la entrada al centro activo. Como resultado de la presencia de estos lazos, y
como una diferencia notable con la mayoria de las proteinasas serinicas semejantes a la
tripsina, la maquinaria catalitica de la trombina no es facilmente accesible a los sustratos e

inhibidores macromoleculares.

Cadena ligera

Exositio |
5

Cadena pesada /% ——Lazo 149

Figura 1.5 Representacion de la estructura 3D de la molécula de trombina. La proteasa se representa en la
orientacion estandar en la que el centro activo de la proteasa queda de cara al lector y los sustratos entran al sitio
activo de izquierda a derecha [Bode, Mayr, et al., 1989]. A. Representacion mediante cartoons; se indican la
cadena ligera (roja) y la pesada (azul), asi como los lazos que enmarcan el sitio activo. Notese que los lazos 60 y
149 restringen el acceso de los sustratos al centro activo. Los residuos del centro activo, His>’, Asp102 y Ser®, se
representan con sus cadenas laterales (sticks), y los puentes disulfuro se muestran en amarillo (puentes
intracatenarios: Cys42-Cyssg, Cyslsg-Cysm, Cysles-Cysm; puente intercatenario: Cysl-Cyslzz). B. Representacion del
potencial electrostatico superficial de la molécula de trombina-a humana (el rojo indica potencial negativo y el
azul, positivo). Se aprecia una distribucion marcadamente asimétrica de las cargas: la region del centro activo tiene
un potencial electrostatico negativo, mientras que las regiones del exositio | (lazos 37 y 70-80) y del exositio I
(principalmente, el lazo 99 y la hélice C-terminal) tienen un marcado potencial positivo. Las imagenes fueron
generadas utilizando PyMOL (Delano Scientific LLC, San Carlos, California, EEUU) y la estructura depositada en el

PDB con el cédigo 1PPB.
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Una segunda peculiaridad de la molécula de trombina es que, a pesar de tener un punto
isoeléctrico neutro, presenta una distribucién asimétrica de las cargas en su superficie (Figura
1.5B). Se distingue una regién de potencial negativo en el centro activo, que se encuentra entre
dos extensas areas pobladas fundamentalmente por residuos basicos (Lys/Arg). Estas dos
regiones, denominadas exositios anionicos | y Il se localizan separadas del aparato catalitico de
la proteasa, y le confieren a la trombina una excepcional especificidad por sus sustratos,
cofactores e inhibidores [Fuentes-Prior, lwanaga, et al., 2000, van de Locht, Stubbs, et al., 1996,
Fuentes-Prior, Noeske-Jungblut, et al., 1997, Bode, 2006, Huntington, 2005, Pechik, Madrazo, et
al., 2004, Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011].

El potencial negativo del centro activo de la trombina se debe principalmente a la
presencia de un residuo de acido glutamico en la posicién 192, a diferencia de la glutamina
encontrada en la gran mayoria de las proteasas serinicas. La cadena lateral de este glutamato
regula el acceso al centro activo de los residuos acidos de los sustratos, desfavoreciendo en
particular la entrada de sustratos que poseen residuos de Asp/Glu en las posiciones P3, P,' y/o
Ps' [Marque, Spuntarelli, et al.,, 2000]. (Cabe aclarar que seguimos la nomenclatura de
Schechter y Berger en la que los residuos de los sustratos se denominan P, ..., Py, P{', ..., Pn', ¥
el enlace peptidico a hidrolizar une los residuos P; y P;'. Las regiones de la peptidasa que
acomodan a estos residuos se nombran S,, ..., Si, S¢', ..., Sm', respectivamente [Schechter and
Berger, 1967]). La cadena lateral del residuo Glusg, localizada en la cercania del centro activo,
también contribuye a la especificidad de la trombina y desfavorece la unién de sustratos e
inhibidores con cadenas laterales dcidas en las posiciones P,' y P3' [Le Bonniec, MacGillivray, et

al., 1991].

El exositio | esta formado esencialmente por los lazos de insercién 37 y 70-80 [Bode,
Turk, et al., 1992, Bode, Mayr, et al., 1989] (Figura 1.5). Su importancia para el reconocimiento
del fibrinégeno ha sido demostrada mediante la caracterizacion funcional de mutantes de la
trombina [Wu, Sheehan, et al.,, 1991, Pineda, Cantwell, et al., 2002] y también mediante
cristalografia de rayos X [Pechik, Madrazo, et al., 2004]. Al ser uno de los sustratos mas
importantes de la proteasa, el exositio | se conoce también como exositio de reconocimiento
del fibrindgeno. Ademas, esta superficie es una plataforma esencial para el reconocimiento de
otros sustratos como PAR1 [Gandhi, Chen, et al., 2010], FV y FVIII [Corral-Rodriguez, Bock, et
al., 2011, Segers, Dahlback, et al., 2007, Esmon and Lollar, 1996, Myles, Yun, et al., 2002];
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cofactores como la trombomodulina [Fuentes-Prior, lwanaga, et al., 2000] e inhibidores
enddgenos como el cofactor Il de la heparina (HCIl) [Sheehan, Wu, et al., 1993] 6 inhibidores
producidos por organismos hematéfagos como la hirudina [Stone and Hofsteenge, 1986]. Las
interacciones mediadas por el exositio | de la trombina serdn abordadas mas detalladamente

en el epigrafe 1.7.

El exositio Il consta primariamente del lazo 99 (residuos del 90-100) y la hélice C-
terminal 230-240 (Figura 1.5). Este exositio se conoce también como exositio de unién a
heparina, debido a que presenta una alta afinidad por el glicosaminoglicano sulfato de heparan
y sus derivados de menor peso molecular, conocidos como heparinas. La heparina funciona
como un cofactor para la inhibicién de la trombina mediante la AT, y de ahi su uso en la clinica
como anticoagulante. Debido a su caracter notablemente mas electropositivo que el exositio |,
las interacciones que se establecen a través del exositio Il son fundamentalmente
electrostaticas, a diferencia del caracter mas apolar de las interacciones mediadas por el
exositio | [Huntington, 2005]. Ademas de su interaccién con glicosaminoglicanos, el exositio Il
también estd implicado en el reconocimiento de los factores V y VIII [Segers, Dahlback, et al.,
2007, Myles, Yun, et al., 2002], asi como en la unién de la trombina al receptor de plaquetas, la
glicoproteina GPIba [Dumas, Kumar, et al., 2003, Celikel, McClintock, et al., 2003]. Aunque no
constituye una diana tan importante como el exositio | para la unién de inhibidores, cabe
destacar que el exositio Il juega un papel esencial en la unién del inhibidor hemadina, aislado

de la saliva de la sanguijuela terrestre Haemadipsa sylvestris [Richardson, Kroger, et al., 2000].

1.4.2 Sustratos mas relevantes

Como ya se ha mencionado, la trombina actua sobre una serie de sustratos para
promover la hemostasia, entre los cuales el mdas conocido es el fibrindgeno (epigrafe 1.7.4.1).
La conversion proteolitica del fibrindgeno a fibrina descubre sitios de polimerizacidon dentro del
dominio E central de la molécula de fibrina, lo que permite la asociacidon no covalente de forma
espontdnea entre mondmeros de fibrina [Pechik, Madrazo, et al., 2004]. La trombina también
activa a la transglutaminasa FXIIl, la cual cataliza la reaccién de entrecruzamiento (cross-linking)
covalente entre residuos especificos de glutamina y lisina localizados en moléculas adyacentes
de fibrina [Chen and Doolittle, 1971]. La estabilidad del coagulo es ademas incrementada
gracias a la accién del complejo trombina-trombomodulina que activa a la pro-carboxipeptidasa

conocida como inhibidor de la fibrindlisis activado por la trombina (TAFI) [Bajzar, Manuel, et al.,
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1995]. La TAFla elimina los residuos de lisina en el extremo carboxilo de la fibrina que permiten
la union de las enzimas fibrinoliticas y sus zimégenos al coagulo de fibrina, dificultando asi su
degradacion. Ademas, la trombina amplifica su propia generacién mediante dos mecanismos
independientes. El primer lazo de retroalimentacidén positiva es la conversion proteolitica del
FXI; donde la trombina genera trazas de FXla capaces de activar a su vez al FIX [Naito and
Fujikawa, 1991]. Por otra parte, y de mayor relevancia fisioldgica, la trombina activa a los
factores V y VIII (los mecanismos se detallan en el epigrafe 1.5; ver también las referencias
[Suzuki, Dahlback, et al., 1982, Myles, Yun, et al., 2002, Fulcher, Roberts, et al., 1983, Kane and
Majerus, 1981]).

Finalmente, y complementando su papel en la generacién del coagulo de fibrina, la
trombina promueve la activacién de las plaquetas, lo que conduce no sélo a la agregacién de las
mismas, sino también a la presentacidn en su superficie de fosfolipidos procoagulantes como la
fosfatidilserina [Majerus and Miletich, 1978, Bevers, Comfurius, et al., 1982]. Las bases
moleculares de esta actividad se clarificaron en parte con la identificacion de un receptor de
trombina activado proteoliticamente en la superficie de las plaquetas, denominado
precisamente receptor activado por proteasas, PAR1 (epigrafe 1.6) [Vu, Hung, et al., 1991,
Kahn, Zheng, et al., 1998, Xu, Andersen, et al., 1998]. Hasta el momento se han identificado
cuatro PARs, los cuales responden a diferentes proteasas, incluyendo no sélo factores de la
cascada de coagulacion sino también metaloproteasas [Gandhi, Chen, et al., 2011, Ishihara,
Connolly, et al., 1997, Nystedt, Emilsson, et al., 1994, Coughlin, 2000]. Ademas, la trombina
promueve la activacion plaquetaria a través de su asociacion con la glicoproteina de superficie
GPlba, que entre otras funciones es capaz de actuar como un cofactor en la activacién

proteolitica de PAR1 [Coughlin, 2005, Adam, Guillin, et al., 2003].

A pesar de la amplia variedad de sustratos procoagulantes activados por la trombina, no
todos los efectos de esta proteasa serinica promueven la coagulacidon. Al unirse a la
trombomodulina (TM), el exositio | queda inaccesible a sustratos como el fibrinégeno,
impidiendo la acciéon procoagulante de la trombina (ver epigrafe 1.7.1.1). En cambio, el centro
activo de la proteasa permanece accesible, lo que permite la activacidon de la proteina C y de
TAFI gracias a interacciones especificas entre estos sustratos y el receptor endotelial. La APC
generada inactiva proteoliticamente al FVa y al FVllla, induciendo la supresion de la cascada de

la coagulacién [Fuentes-Prior, Iwanaga, et al., 2000, Esmon, 1989].
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Ademas de su papel esencial en la promocion y regulacion de la formacion del codgulo
sanguineo, la trombina provoca numerosas respuestas en otras células distintas de las
plaquetas, muchas de las cuales pueden atribuirse a la activacién de los PARs (epigrafe 1.6.4)
[Gandhi, Chen, et al., 2011, Coughlin, 2000]. Por ejemplo, la trombina estimula la expresién y
secreciéon de moléculas de adhesion celular y la produccién de factores de crecimiento y
citoquinas en células endoteliales. Asimismo, promueve la elaboraciéon de citoquinas en las
células musculares lisas y estimula la proliferacidon de estas células y de los fibroblastos [Hattori,

Hamilton, et al., 1989, Daniel, Gibbs, et al., 1986, Colotta, Sciacca, et al., 1994].

1.4.3 Regulacidon de la actividad

Debido a la importancia de los procesos en los que participa la trombina, la regulacidn
eficiente de su actividad es esencial para mantener la hemostasia y prevenir la formacién
inapropiada de codgulos sanguineos. Como se menciond anteriormente, ciertos miembros de la
superfamilia de inhibidores de las proteasas serinicas conocidas como serpinas (del inglés
SERine Proteinase INhibitors), familia de inhibidores 14, clan ID, de la clasificacion MEROPS
[www.merops.sanger.ac.uk]) inhiben la actividad catalitica de la trombina en condiciones
fisiolégicas, y esta reaccidn es acelerada en gran medida en presencia de glicosaminoglicanos

como los sulfatos de heparan y de dermatan.

Las serpinas mds importantes responsables de la inhibicion de la trombina son la
antitrombina, el cofactor Il de la heparina, y la proteasa nexina | (PNI). La antitrombina es una
proteina abundante en la sangre (2.3 mM) que inhibe, ademas de a la trombina, a una amplia
variedad de proteasas serinicas implicadas en la coagulacidn sanguinea, y parece ser el principal
inhibidor que limita la formacién de codgulos intravasculares. Por el contrario, el HCIl es
altamente especifico para la trombina, y parece regular la actividad de la proteinasa en los
tejidos extravasculares después de un dafio vascular. Finalmente, la PNI inhibe a la trombina
preferentemente cerca de la superficie de distintos tipos de células, en una reaccion catalizada
por el sulfato de hepardn como en el caso de la AT [Lane and Caso, 1989, Gettins, 2002,
Rosenberg and Damus, 1973, Li, Johnson, et al., 2004, Tollefsen, Majerus, et al., 1982, Baker,
Low, et al., 1980].

Por otra parte, como ya se ha indicado en el epigrafe anterior, la formacion de trombina

también se regula por el lazo de retroalimentacion negativa de la proteina C, que ejerce su
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efecto anticoagulante a través de la inactivacion proteolitica de los cofactores Va y Villla
[Esmon, 1989]. A su vez, el complejo trombina-TM que genera la APC es modulado por otra

serpina, el inhibidor de la proteina C (PCl).

Existe ademds una gran variedad de inhibidores exégenos de la trombina producidos
por distintos organismos hematdéfagos. Estos inhibidores son utilizados de manera natural por
animales como las sanguijuelas o las garrapatas para frenar la coagulacién y facilitar la
extraccién, almacenamiento y digestion de la sangre de la que se alimentan. Entre otros
inhibidores naturales de la trombina caracterizados hasta el momento destacan la hirudina, la
hemadina, la rodnina, la ornitodorina, la boofilina, la triabina y recientemente la anofelina
(epigrafe 1.7.3.1 y 1.7.3.2) [Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al., 2009, van de Locht,
Stubbs, et al., 1996, Fuentes-Prior, Noeske-Jungblut, et al., 1997, Macedo-Ribeiro, Almeida, et
al., 2008, Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al., 2010, Figueiredo, de Sanctis, et al., 2012].

1.4.4 Dinamismo conformacional y plasticidad

Como se ha mencionado en los epigrafes anteriores, la trombina interacciona con
multiples ligandos, incluyendo numerosos sustratos, cofactores e inhibidores no relacionados
entre si. De esta forma la trombina actlia como una proteasa pro- y anticoagulante, lo que la
convierte en el regulador principal de la hemostasis. Por estas caracteristicas, y sus
implicaciones médicas, es de gran importancia entender cuales son las bases moleculares de la

especificidad de esta proteasa.

Aunque por mucho tiempo se ha hipotetizado sobre diferentes mecanismos de
regulacién de la actividad de la trombina, incluyendo la influencia de un i6n Na* coordinado
entre los lazos 180 y 220 [Di Cera, Page, et al., 2007], sélo durante estos ultimos afios se ha
demostrado que la proteasa, en ausencia de ligandos, presenta un notable grado de flexibilidad
en regiones que son importantes para su actividad. Actualmente se favorece un modelo
dindmico de la estructura de la trombina, que postula la existencia de multiples estados
termodindmicos en transicion entre el zimdégeno (la protrombina) y la proteasa activa
[Huntington, 2012, Lechtenberg, Freund, et al., 2012]. Este modelo establece que la trombina
es conformacionalmente dindmica y poco activa, pero que la unidn de diferentes ligandos hace
que disminuya su flexibilidad e incremente notablemente su actividad [Lechtenberg, Freund, et

al., 2012]. Diferentes estudios apoyan este nuevo enfoque, donde la unién del ligando a los
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exositios, la coordinacién del Na*, y el acceso al sitio activo, se asocian con cambios en la
conformacidn y actividad de la trombina [Lechtenberg, Johnson, et al., 2010, Petrera, Stafford,
et al.,, 2009, Kamath, Huntington, et al., 2010, Koeppe and Komives, 2006, Silva Vde,
Cargnelutti, et al., 2011]. Sin embargo, la identificacidon de las regiones involucradas en estos

cambios y sus consecuencias funcionales todavia estan por resolverse satisfactoriamente.

Con el objetivo de identificar estas regiones y comprender mejor el alcance de los
cambios conformacionales, se han realizado varios estudios biofisicos de la trombina,
incluyendo ensayos de intercambio de hidrégeno/deuterio mediante RMN [Koeppe and
Komives, 2006, Croy, Koeppe, et al., 2004], espectroscopia de RMN [Lechtenberg, Johnson, et
al., 2010], calorimetria isotermal de titulacién (ITC) [Kamath, Huntington, et al.,, 2010] y
dispersién de rayos X de dangulo pequeio (SAXS: small-angle X-ray scattering) [Silva Vde,
Cargnelutti, et al., 2011]. En este trabajo de investigaciéon se analizara la estabilidad y
plasticidad de esta proteinasa serinica libre y en presencia de diferentes ligandos, la

metodologia y los resultados se presentan en los apartados correspondientes.

Para profundizar en el mecanismo de activacién del FVIIIl mediado por la trombina, y
para simplificar -debido a la alta homologia entre los factores V y VIIl y a su relevancia

fisiolégica-, ambos cofactores seran presentados simultaneamente en este epigrafe.

1.5.1 Estructura de los factores V y VilI

Tanto el FV como el FVIII son glicoproteinas que presentan una organizacion de
dominios comun A1-A2-A3-B-C1-C2 [Jenny, Pittman, et al., 1987, Vehar, Keyt, et al., 1984]. Los
tres dominios A de ambos cofactores comparten un ~40% de homologia de secuencia entre siy
con la ceruloplasmina, una proteina transportadora de cobre [Takahashi, Ortel, et al., 1984,
Church, Jernigan, et al., 1984]. (Las secuencias de aminoacidos de ambos cofactores se
comparan en el Anexo 3). Los dominios C de ambos cofactores también comparten mds de un
40% de residuos conservados y pertenecen a la extensa familia de dominios semejantes a la
discoidina [Church, Jernigan, et al., 1984, Gitschier, Wood, et al., 1984, Kane and Davie, 1988,
Koschinsky, Funk, et al., 1986]. Los dominios C1 y C2 permiten el anclaje de los cofactores a

membranas fosfolipidicas ricas en fosfatidilserina, mediante interacciones que, a diferencia de
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los dominios Gla, son independientes de ca™. Finalmente, los dominios B de ambos cofactores
no guardan ninguna relacién a nivel de secuencia aminoacidica, y son excluidos de las formas
activadas. Se ha propuesto que el dominio B del FVIII mantiene en estado latente al
procofactor, inhibiendo su interaccién con el factor IXa tanto por impedimentos estéricos,
como por repulsiéon electroestatica. Tras la activacion, la liberacion de este dominio B conduce
a la exposicidon de las regiones de la molécula de FVIII que son importantes para su interaccién
con el FIXa, formandose asi el complejo tenasa [Myles, Yun, et al., 2002, Ngo, Huang, et al.,

2008, Shen, Spiegel, et al., 2008].

De acuerdo a lo expuesto, es evidente la extrema importancia para la comprensién de
las funciones pro- y anticoagulantes, disponer de la informacidn estructural de los factores Vy
VIl activados y los complejos que forman con las proteasas serinicas Xa y I1Xa, respectivamente.
Es asi como primeramente se obtuvieron, mediante difraccién de rayos X, las estructuras
tridimensionales de los dominios C2 de ambos cofactores [Macedo-Ribeiro, Bode, et al., 1999,
Pratt, Shen, et al., 1999, Fuentes-Prior, Fujikawa, et al., 2002]. Posteriormente, la estructura del
FVa bovino inactivado por la APC (FVa;, que carece del dominio A2) fue resuelta a resolucion
media (2.8 A) [Adams, Hockin, et al., 2004]. Finalmente, dos estructuras a baja resolucién (3.70
Ay 3.98 A) del FVlIla han sido presentadas mas recientemente [Ngo, Huang, et al., 2008, Shen,
Spiegel, et al., 2008]. En concordancia a su similitud con la ceruloplasmina, estos estudios
estructurales han revelado una disposicidn triangular de los tres dominios A, situandose sobre
el tdndem C1-C2 tanto en el FVa como en el FVllla (Figura 1.6) [Church, Jernigan, et al., 1984,
Ngo, Huang, et al., 2008, Zaitseva |., 1996].

Por otra parte, la resolucién de las estructuras de las proteasas serinicas IXa y Xa, por
Bode y colaboradores [Hopfner, Lang, et al.,, 1999, Brandstetter, Bauer, et al., 1995], ha
permitido modelar los complejos tenasa (Vllla:-IXa) y protrombinasa (Va-Xa) [Vencesla, Corral-
Rodriguez, et al., 2008, Ngo, Huang, et al., 2008, Autin, Steen, et al., 2006], aunque sdélo la
determinacion experimental de estas estructuras permitira profundizar en las bases

moleculares de la modulacién de los factores IXa y Xa por sus cofactores.
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Figura 1.6 Estructura 3D del factor Vllla. A. Los dominios individuales del FVllla se representan mediante su
estructura secundaria (cartoons) coloreados naranja (A1), verde (A2), rojo (A3), celeste (C1) y morado (C2). En el
fondo, transparente, se representan las superficies de Van der Waals con los mismos colores. Los dominios C1y C2
permiten el anclaje a membranas fosfolipidicas. Se muestran con sticks algunos de los residuos que participan en
dicha interaccién. La figura presentada se generd a partir de la estructura depositada bajo el cddigo 3CDZ del PDB.
B. La resolucion de la estructura del FVIII ha permitido comprender mejor el efecto de las mutaciones identificadas
en individuos que padecen de hemofilia A. En la figura se localizan las mutaciones missense asociadas a esta
patologia; nétese que las mutaciones se distribuyen en todos los dominios del FVllla. El fenotipo clinico se
simboliza mediante esferas de color (amarillas: fenotipo leve, azules: moderado, y rojas: severo, seguin la base de
datos de mutaciones asociadas a hemofilia A (HAMSTeRS, http://hadb.org.uk/) [Tuddenham, Schwaab, et al.,
1994]. Figura B tomada y modificada de [Shen, Spiegel, et al., 2008].

1.5.2 Mecanismo de activacidn

Otra caracteristica comun de los cofactores V y VIl es que, como ya se ha resefiado, la
actividad de ambos estd regulada por protedlisis limitada catalizada por la trombina vy, en
menor medida, por el factor Xa [Suzuki, Dahlback, et al., 1982, Fulcher, Roberts, et al., 1983,
Kane and Majerus, 1981, Nogami, Wakabayashi, et al., 2003]. En el caso del FVIII, antes de ser

secretado al torrente sanguineo es sometido a protedlisis intracelular en el extremo C-terminal

1313 1648

del dominio B, principalmente en las Arg~"" y Arg (Figura 1.7). EI FVIII resultante forma un
heterodimero compuesto por (i) una cadena pesada que incluye la region N-terminal Al-al-A2-
a2 y fragmentos de longitud variada del dominio B; y (ii) una cadena ligera, constituida por los
dominios a3-A3-C1-C2. Ambas cadenas contactan a lo largo de una extensa superficie y son

*2+y Ca* [Lenting, van Mourik, et al., 1998, Shen,

estabilizadas con la participacién de iones Cu
Spiegel, et al., 2008]. Una vez secretado al torrente sanguineo, el heterodimero del FVIII se une

a su proteina transportadora, el factor de von Willebrand (VWF), y circula en plasma como
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proteina inactiva. Esto evita la rapida eliminacién del FVIIl, y previene ademds la unién

prematura del cofactor a su ligando, el FIXa [Lillicrap, 2008, Lollar, Hill-Eubanks, et al., 1988].
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Figura 1.7 Mecanismo de activacion del factor VIIl. Los factores V y VIII son activados por protedlisis limitada
efectuada principalmente por la trombina (6 en su ausencia, por el factor Xa), en presencia de fosfolipidos. A.
Estructura del FVIII inactivo con los dominios globulares Al, A2, A3, B, C1 y C2, asi como los conectores
interdominios al (A1-A2), a2 (A2-b) y a3 (B-A3). Estos conectores son regiones ricas en residuos acidos que
preceden a los sitios de corte y activacidon de la trombina. Dos flechas en el dominio B indican los sitios de corte
reconocidos por las endoproteasas intracelulares que dan origen el heterodimero del FVIII. Se muestra también la
zona de interaccidn con su proteina transportadora, el factor de von Willebrand (VWF). B. La trombina hidroliza los
enlaces Arg’’>-Ser’”, Arg’*-ser’ y Arg®®-ser™™® en el heterodimero del FVIII (R372, R740 y R1689,
respectivamente, indicados con flechas). Como consecuencia de estas reacciones se libera el dominio B y el
conector a3 de la molécula precursora, dando origen al heterotrimero activo, el FVIlla, compuesto ahora por los
dominios Al, A2, y una cadena formada por los mddulos A3, C1 y C2. Este heterodimero se asocia por
interacciones electroestaticas (interlineado) y se estabilizada por iones cu’* % Ca®. Las flechas rojas indican los
sitios de corte de la APC, que conducen a la disociacién del dominio A2 y con ello a la pérdida de la funcién
activadora del cofactor. En el caso del FV, la distribucidon de dominios es similar, pero carece del conector acido al
y el sitio de corte correspondiente, por lo que los dominios Al y A2 permanecen unidos covalentemente en el FVa.

Al inicio de la cascada de la coagulacién, cuando todavia la concentracién de trombina
es muy baja, el FVIII es activado por el FXa unido a membranas fosfolipidicas en presencia de
iones calcio. Sin embargo, la mayor cantidad de FVIII se activa posteriormente por la trombina

mediante el corte proteolitico de los enlaces entre los residuos Arg372—5er373, Argm—Ser741 y

1689 1690
-Ser

Arg e , lo que resulta en la liberacion del dominio B y la regidon acidica a3; y la

consecuente formacion del heterotrimero activo (Figura 1.7B) [Eaton, Rodriguez, et al., 1986].
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El corte inicial después de la Arg740 aumenta la velocidad de protedlisis de los enlaces Arg372—

Ser373 y Arg1689_se r1690

por la trombina, siendo estos dos ultimos cortes importantes para que el
cofactor alcance su actividad maxima [Newell and Fay, 2007]. La hidrélisis del enlace Arg>’*-
Ser’”® expone un sitio de unién al FIXa [Ngo, Huang, et al., 2008, Bajaj, Schmidt, et al., 2001];
mientras que el procesamiento del sitio mas C-terminal favorece la disociacién del vWF [Lollar,
Hill-Eubanks, et al., 1988]. Ademas de los activadores enddégenos (i.e. el FXa y la trombina) se
ha descrito una enzima procedente del veneno de la vibora Bothrops jararacussu, BJV-Vllicp,
capaz de activar de forma muy eficiente al FVIII mediante un Unico corte del enlace Arg372—
Ser’”® [Hill-Eubanks, Parker, et al., 1989]. Esta observacion confirma que la protedlisis en este

sitio es imprescindible para la expresion de la maxima actividad del FVIlla [Lenting, van Mourik,

et al., 1998].

La molécula resultante del FVIII activo (FVIIIa) estd formada por los dominios Al, A2, y
por el extremo C-terminal del procofactor (dominios A3-C1-C2, residuos 1690-2332). Estas tres
cadenas estdn asociadas de manera no covalente mediante interacciones electroestaticas y
estabilizadas por iones cobre y calcio [Ngo, Huang, et al., 2008, Tagliavacca, Moon, et al., 1997,
Wakabayashi, Koszelak, et al., 2001, Venkateswarlu, 2010] (ver Figura 1.7B). Particularmente, el
dominio A2 permanece unido por interacciones electrostaticas débiles al heterodimero A1-A3-
C1-C2, y se disocia espontdaneamente. Esta labilidad del FVIlla representa la base de
mecanismos de inactivacion independientes la APC [Eaton, Rodriguez, et al., 1986, Lollar,

Parker, et al., 1992].

El factor V, al igual que el FVIII es activado inicialmente por el FXa, pero también en este

caso es la trombina el activador mds potente mediante cortes proteoliticos entre los residuos

709 710 1018 1019 1545 1546
-Ser -Thr -Ser

Arg (entre los dominios A2 y B), Arg (dentro del dominio B) y Arg
(en el extremo NH,-terminal del dominio A3). El cofactor activado es topoldgicamente
equivalente al FVllla, pero al carecer de sitio de corte entre los dominios Al y A2, el FVa es una
molécula dimérica formada por una cadena pesada (dominios A1-A2, unidos covalentemente) y

una cadena ligera (dominios A3-C1-C2) [Suzuki, Dahlback, et al., 1982].

1.5.3 Funcioén procoagulante de los factores Va y Vllla

La actividad procoagulante del FVilla se debe principalmente a su papel como cofactor

del factor IXa dentro del complejo tenasa. La unién del FVIlla a la membrana fosfolipidica de las
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plaquetas y células vasculares a través de los dominios C1 y C2 es fundamental para el
desarrollo de su accidn [Gale, Pellequer, et al., 2000]. El FIXa por si solo, activa muy lentamente
al FX, pero la velocidad de activacién se incrementa en 6 érdenes de magnitud al unirse al FVllla
[van Dieijen, Tans, et al., 1981, Yuan, Walke, et al., 2005, Saenko, Ananyeva, et al., 2002]. Se ha
propuesto que el papel principal del FVIlla dentro del complejo tenasa es la presentacion de
exositios tanto para el FIXa unido, como para el FX, los cuales son criticos para el
reconocimiento de su sustrato, el FX y su posterior activacion [Nogami, Lapan, et al., 2004,

Nogami, Freas, et al., 2004].

Se ha demostrado ademas, que las cadenas del cofactor FVllla son necesarias para la
interaccidn con el FIXa dentro del complejo tenasa, con particular relevancia los conectores al

2

y a2. Aparentemente, tras el corte del residuo Arg’’? se expone un lazo de unién al FIXa

555 569

(residuos Try >>-Asp "), mientras que tras el corte del residuo Arg740 se exponen residuos de
tirosinas sulfatadas en el extremo C-terminal del dominio A2 del FVilla [Ngo, Huang, et al.,
2008, Bajaj, Schmidt, et al., 2001, Venkateswarlu, 2010, Griffiths, Rydkin, et al., 2013, Fay,

Mastri, et al., 2001, Fay, Beattie, et al., 1994]. Finalmente, se ha propuesto la regién Glu'®*-

1818

Lys™~ como un sitio de unidn adicional del FIXa [Lenting, van de Loo, et al., 1996].

Por otra parte, Fay y colaboradores han reportado que el conector al del FVIII (residuos
337-372) presenta afinidad tanto por el zimégeno FX, como por su forma activa FXa; y lo hace
interaccionando a través del exositio de unidn a heparina de esta proteasa. El elemento central
de esta region de interaccién parece ser el triplete de residuos de acido aspartico en las
posiciones 361-363. En particular, se determind que el FXa presenta una afinidad 20 veces
mayor por el conector al que el zimégeno [Nogami, Lapan, et al., 2004, Lapan and Fay, 1997,
Nogami, Wakabayashi, et al., 2003]. Recientemente, se ha reportado que los residuos Thr0%? y

Phe?®** del dominio A3 del FVIlla forman parte de un sitio de afinidad para el FX [Takeyama,

Wakabayashi, et al., 2012].

Existe evidencia bioquimica y estructural que revela que la activacidn de los factores Vy
VIl se realiza mediante interacciones entre los conectores interdominios acidos y los exositios |
y Il de la trombina [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011, Esmon and Lollar, 1996, Myles, Yun, et
al., 2002, Bukys, Orban, et al., 2006, Fay, 2004]. En particular, un estudio de mutagénesis
dirigida de los residuos 717-725 (D’'’YYEDSYED’?) dentro del conector a2 del FVIII, ha

demostrado que los residuos Glu™, Aspm, Glu™* y Asp725 cargados negativamente,
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constituyen una importante region de interaccion entre el FVIII y uno de los exositios de la
trombina para la activacidon del cofactor [Newell and Fay, 2008]. Asi, mutaciones en estos
residuos acidos disminuyen entre ~10 y ~30 veces la velocidad de protedlisis por la trombina

1889 con la consiguiente reduccién en la activacién del FVIII

sobre los sitios de corte Arg*’? y Arg
(Figura 1.8). Por otra parte, se ha propuesto que la region acida 389-394 dentro del dominio
globular A2 del FVIII, y en particular los aspartatos en las posiciones 392 y 394, interacciona con
la trombina a través del exositio Il (heparin binding exosite), y facilita el corte en la Arg’®
[Nogami, Zhou, et al., 2005].
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Figura 1.8 Activacion del FVIII wild-type y sus mutantes mediada por la trombina. El FVIIl recombinante wild-type
y sus mutantes fueron incubados con trombina por el tiempo indicado. Posteriormente la trombina fue inactivada
con hirudina y el FVIII activo se incubd con FIXa en presencia de vesiculas fosfolipidicas, para formar el complejo
tenasa, cuya capacidad para generar FXa es finalmente medida. Notese la mayor velocidad (nM/min) de
generacion del FXa en presencia del FVIII wild-type comparado con las formas mutantes. Las lineas continuas
representan mutantes simples, mientras que las punteadas corresponden a mutantes dobles. Simbologia: (¢), FVIII
wild-type; (¢), Asp717Ala; (e), Glu720Ala; (o), Asp721Ala; (M), Glu724Ala; (- ), Asp725Ala; (),
Glu720Ala/Asp721Ala; (A), Glu724Ala/Asp725Ala. Figura extraida de [Newell and Fay, 2008].

En resumen, la evidencia experimental acumulada sugiere que las regiones ricas en
residuos acidos del FVIII juegan un papel preponderante en las interacciones con las areas de

carga neta positiva que representan los exositios de las proteasas FIX, FX y trombina.

Las secuencias de los conectores del FVIII (a1, residuos 337-372; a2, 711-740; y a3, 1649-
1689) que preceden a los sitios de corte y activacidn por la trombina, son ricas en residuos de
acido glutdmico, 4acido aspdrtico y tirosina. Es por tanto facilmente concebible que su
interaccidn con los exositios de la trombina permite orientar los sitios de corte y activacién
correspondientes (ver Figura 1.7) hacia el sitio activo de la proteasa (ver Figura 1.5). Estas

consideraciones, unidas a los resultados experimentales mencionados mas arriba, y en
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particular los obtenidos recientemente por nuestro grupo con los conectores a2 y a3 del FV
[Corral-Rodriguez, Bock, et al.,, 2011], sugirieron llevar a cabo estudios estructurales de la
interaccidn entre la trombina y los conectores acidos del FVIII como parte de la presente tesis
doctoral, tal y como se detallard mas adelante en los capitulos de Materiales y Métodos, vy

Resultados.

1.5.4 Enfermedades asociadas con deficiencias en los factores Vill y V

1.5.4.1 Hemofilia A

La hemofilia A es un trastorno hemorragico recesivo ligado al cromosoma X, causado
por la deficiencia o las alteraciones del factor de coagulacion VIII. Debido al papel fundamental
de este cofactor en la activacién del factor X, su ausencia provoca desérdenes que pueden
llegar a ser severos, y cuyas manifestaciones clinicas incluyen hemartrosis, un sangrado
intraarticular que afecta especialmente a las articulaciones de la rodilla, el codo o el tobillo,
hemorragias que afectan a las articulaciones, el cerebro, el ojo y otros érganos, y hematomas
en el tejido suave y muscular. También se presentan hemorragias en las mucosas como la
epistaxis (sangrado nasal) y las gingivorragias (sangrado en las encias); estas no revisten mucha
gravedad pero requieren tratamiento. La hemofilia A se clasifica en severa, moderada o suave
de acuerdo con los niveles de actividad del FVIII detectados en la sangre de los pacientes; las
diversas formas se presentan con frecuencias aproximadas del 60, 15 y 25%, respectivamente
[Tuddenham, Schwaab, et al., 1994, Hoyer, 1987]. La hemofilia A representa un 80% de todos
los casos de hemofilia, mientras que la hemofilia B o enfermedad de Christmas, que se origina
por deficiencia del FIX, constituye entre un 10 y un 20% del total de hemofilias. Por ultimo, la
hemofilia C o enfermedad de Rosenthal se debe a un déficit del FXI y es poco frecuente,
afectando entre el 1-2 % del total de los casos. Finalmente, cabe que mencionar que un bajo
porcentaje de individuos desarrollan hemofilia A adquirida; estos pacientes presentan
enfermedades autoinmunes y desarrollan anticuerpos contra el FVIII endégeno [Bitting, Bent,

etal., 2009].

El tratamiento para los pacientes que presentan deficiencias del FVIII es el suministro de
concentrados del cofactor altamente purificado de origen plasmatico (natural) o recombinante.
La mayor complicaciéon en estos pacientes es el desarrollo de una respuesta inmune a dicho

factor, lo cual ocurre entre un 10 y un 40% de los hemofilicos tratados [Ehrenforth, Kreuz, et al.,
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1992]. En estos casos los pacientes deben recurrir a tratamientos de plasmaféresis o
inmunoadsorcién para eliminar los anticuerpos generados, y a tratamientos para la

administracidon de inmunosupresores.

La clonacién del gen F8 (Cr. Xg28) en 1984 que codifica para el factor VIl [Toole, Knopf,
et al., 1984, Poustka, Dietrich, et al., 1991], permitié un gran avance en la determinacién de las
bases moleculares y genéticas de esta patologia. Indiscutiblemente, el conocimiento de la
estructura del FVIII resulta esencial para interpretar el impacto de mutaciones puntuales
(mutaciones missense y deleciones pequefias) identificadas en el gen F8 [Gitschier, Wood, et
al., 1984]. Por otra parte, la presencia de ciertas mutaciones permite inferir los papeles
funcionales que desempefian regiones, e incluso residuos especificos del cofactor en las
interacciones con otras proteinas como el FIXa o el factor X [Vencesla, Corral-Rodriguez, et al.,
2008, Gale, Pellequer, et al., 2000, Jenkins, Freas, et al., 2002]. Es de destacar que se han
reportado mutaciones que afectan los sitios de corte por la trombina (por ejemplo, la mutacion

p.Arg1689Cys se asocia a una hemofilia A severa [Gitschier, Kogan, et al., 1988]).

1.5.4.2 Enfermedad de von Willebrand

La enfermedad de von Willebrand es una didtesis hemorragica congénita causada por
una anomalia cualitativa y/o cuantitativa del vWF. El déficit cualitativo o cuantitativo del vWF
reduce la agregacion de plaquetas y la proteccién del FVIII en sangre frente a su degradacion
proteolitica [Sadler, Budde, et al., 2006, Pietu, Ribba, et al., 1992, Lavergne, De Paillette, et al.,
1992, Hilbert, Gaucher, et al., 1998]. Debido a la variedad de la patologia molecular, la
enfermedad de von Willebrand se clasifica en 6 subtipos, de los cuales los subtipos 1 y 3 son
defectos cuantitativos del vWF, mientras que hay 4 formas diferentes del subtipo Il (variantes

cualitativas) [Sadler, Budde, et al., 2006].

1.5.4.3 Parahemofilia o enfermedad de Owren

La deficiencia de FV es muy poco comun, y ocurre por herencia homocigdtica o por una
combinacién de alelos deficientes. Sin embargo, las personas que sufren de deficiencia de FV
son capaces de sobrevivir [Tracy, Giles, et al., 1984, Hayward, Cramer, et al., 1997, Montefusco,
Duga, et al., 2000]. De acuerdo a la teoria cldsica de la activacion de los factores dentro de la
cascada de coagulacion, en ausencia del FV y con todos los inhibidores de la reaccidn presentes,

no podria generarse la trombina-a. Sin embargo, los pacientes con esta patologia no presentan
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un sangrado patoldgico, o bien éste es manejable. Dicha observacién sugiere la existencia de
mecanismos compensatorios que permiten prescindir, o al menos de reducir, la necesidad del

FV para la generacion de los niveles de trombina-a necesarios para la supervivencia.

1.5.4.4 Resistencia a la APC congénita y variante FV gipen

En 1993, Dahlback y colaboradores observaron que el plasma de algunos individuos con
trombosis venosa presentaba una respuesta reducida a la APC [Dahlback, Carlsson, et al.,
1993]. Estos pacientes requerian de concentraciones mas altas de APC para alcanzar el mismo
tiempo de coagulacion que individuos sanos. A esta condicidn se le denomind resistencia a la
APC, y derivé en la identificacion posterior de una variante natural del FV, conocida hoy en dia
como factor Viegen [Bertina, Koeleman, et al., 1994]. El defecto molecular subyacente es la

*%_GIy>% es el sitio de corte

mutacion p.Arg506GIn en la molécula del FV humano. El enlace Arg
inicial de la APC en la cadena pesada del FVa humano; la hidrdlisis de este enlace debilita la
interaccion con el factor Xa y facilita el corte de inactivacidn tras la Arg®*® [Tran and Dahlback,
2009]. Debido a que las proteasas serinicas semejantes a la tripsina tienen una marcada
preferencia por residuos basicos (Arg/Lys) en la posicion P1 de sus sustratos, las moléculas de
factor Vieigen SoOn inactivadas con una velocidad marcadamente reducida en comparacion con el
FVa normal (entre un 5 y un 10% la velocidad de inactivacidon del FVa wild type) [Kalafatis,
Bertina, et al., 1995, Nicolaes, Tans, et al., 1995, Kalafatis, Haley, et al., 1996, Rosing, Hoekema,
et al., 1995]. Por tanto, el factor V\eigen S€ asocia con un fenotipo trombofilico que se manifiesta
in vivo con un elevado riesgo de trombosis venosa tanto en individuos homocigéticos (80 veces
mas alto que en individuos con el FV no mutado), como heterocigdticos (aumenta siete veces el
riesgo de trombosis) [Zoller and Dahlback, 1994, Koster, Rosendaal, et al., 1993, Greengard,
Sun, et al., 1994, Sun, Evatt, et al., 1994, Voorberg, Roelse, et al., 1994].

Adicionalmente, se ha demostrado que los coagulos sanguineos en individuos
homocigdticos para el FV eigen S€ degradan mds lentamente [Bajzar, Kalafatis, et al., 1996]. Esto
sugiere que la resistencia del factor Vieigen @ la inactivacidon por la APC no sdélo conduce a la
formacidén sostenida de trombina, sino que también resulta en un aumento de la activacidn de
la pro-carboxipeptidasa TAFI (epigrafe 1.4.2), y por lo tanto en una eliminacién deficiente del
coagulo. De esta forma, la activacién continuada de la protrombina por el complejo

FValeigen'FXa aumenta la resistencia del codgulo sanguineo a la lisis [Bajzar, Kalafatis, et al.,
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1996, Broze and Higuchi, 1996], provocando un defecto hemostdtico mas moderado en

individuos con hemofilia A (epigrafe 1.5.4.1).

Como se menciond en epigrafes anteriores (1.3 y 1.4), otra de las funciones esenciales

de la trombina es la activacidon de la agregacion plaquetaria a través de un subgrupo de
receptores acoplados a la proteina G, denominados PARs. Aunque PAR1 es uno de los sustratos
fisiolégicos que es procesado por la trombina con mayor especificidad, el mecanismo molecular
de esta activacion no esta del todo dilucidado. No obstante, para una mejor comprensién del

presente trabajo, se describird brevemente la estructura y funcién de estos receptores.

1.6.1 Estructura de los receptores PARs

Los PARs son una subfamilia de receptores de transmembrana acoplados a proteinas de
unién a GTP (proteinas G; GPCR) expresados fundamentalmente en plaquetas y en el epitelio
vascular, pero también en menor grado en células del musculo liso, del sistema inmune y en
neuronas. Las respuestas celulares de la activacion de estos receptores pueden evidenciarse en
procesos patofisioldgicos tan diversos como la hemostasia, la coagulacién, la inflamacién, la
embriogénesis y el cancer [Gandhi, Chen, et al., 2011, Vu, Hung, et al., 1991]. Cada uno de los
cuatro PARs identificados hasta el momento responde a un grupo especifico de proteasas:
PAR1 y PAR3 son receptores activados por trombina, PAR2 presenta afinidad por tripsina, FVlla
y FXa, pero no por trombina, y PAR4 es activado por trombina y tripsina [Xu, Andersen, et al.,

1998, Ishihara, Connolly, et al., 1997, Coughlin, 2000].

Estos receptores de transmembrana estan compuestos por un dominio extracelular N-
terminal seguido de siete hélices de transmembrana conectadas por lazos relativamente cortos.
Los sitios de corte y activacion se situan en el extremo N-terminal del dominio extracelular; en
el caso del PAR1 su secuencia (LDPR*Y/S) es muy similar al sitio de corte y activacién en el
zimoégeno de la proteina C (LDPR/1) [Vu, Hung, et al., 1991, Ishii, Gerszten, et al., 1995]. Si bien
se ha propuesto a PAR4 como un receptor que participa en la activacion de las plaquetas a
concentraciones elevadas de trombina [Kahn, Zheng, et al., 1998, Xu, Andersen, et al., 1998],

PAR1 es considerado el receptor protrombdtico por excelencia debido a su alta especificidad
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por la trombina (hasta 90 veces mds elevada que PAR3 y PAR4) [Coughlin, 2005, Ayala,
Cantwell, et al., 2001].

1.6.2 Mecanismo de activacion del receptor PAR1

Una vez la trombina hidroliza el enlace peptidico Arg“—Ser42 en PAR1, se expone un
nuevo extremo N-terminal que es el ligando especifico del propio receptor (Figura 1.9). De esta
forma, PAR1 -y el resto de los miembros de la subfamilia- son receptores que portan sus
propios ligandos, y permanecen en un estado latente hasta su activacién por protedlisis
limitada [Coughlin, 2005, Gandhi, Chen, et al., 2011, Myles, Le Bonniec, et al., 2001].

Extracelular

] Complejo
\)' @ "rombina \‘ Trombina-PAR1
PAR1
Membrana
Intracelular
‘ Corte
+ Q

¢ Activacion

de proteina G
Trombina

30 04 50 60 70 80 90 100
ESKATNATIIBBRSFLLRNP N Dl EDEEKNESGLTEYRLVSINKSSPLQKQLPAFISEDASGYLTSSWLT
P4-P1 Ligando  Hir LBS-1

Figura 1.9 Representacion esquematica del receptor de transmembrana PAR1 y su mecanismo de activacion. La
trombina interacciona basicamente con dos secuencias dentro del dominio extracelular del receptor: los residuos
38 41 . . .
Leu™-Arg ", que ocupan los subsitios S,-S; del centro activo de la proteasa (representados por una esfera roja), y la
. . . . 51 55 . . . .y .
secuencia similar a la hirudina Lys™-Phe’” (Hir; esfera azul celeste), que interacciona con el exositio I. La trombina
. . 41 42 . . s . 42 47
activa a PAR1 tras el corte entre los residuos Arg~ y Ser = exponiendo la nueva regién N-terminal Ser “-Asn
(rombo amarillo), que actiia como ligando “interno” al insertarse entre los lazos extracelulares del receptor. En el
recuadro se muestra la mayor parte de la secuencia del domino extracelular de PAR1, resaltando los elementos
funcionales en los mismos colores que los usados en la representacion esquematica del receptor. Se resalta en gris
. .z . . 85 89 . .pe .
la secuencia de unién de ligando (LBS-1, residuos P""AFIS ). Figura modificada de [Coughlin, 2005].

Poco después de la clonacion del PAR1 fueron reportados los primeros estudios
cristalograficos de la interaccién entre la trombina y pequefios fragmentos del dominio

extracelular del receptor (residuos Lys>'-Phe®) [Mathews, Padmanabhan, et al., 1994]. Sin
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embargo, en las condiciones de cristalizacién utilizadas los péptidos de PAR1 adoptaron
estructuras de laminas B antiparalelas encajadas entre las moléculas de trombina, de
significado bioldgico poco claro. Posteriormente, la resolucién de una estructura en solucién de
una variante soluble del dominio extracelular de PAR1 (Ala’®-homoSer'®) permitié determinar
gue las cadenas laterales de la secuencia similar a la cola C-terminal de la hirudina y los
residuos acidos cercanos a esta se proyectaban hacia el solvente [Seeley, Covic, et al., 2003].
Esta estructura evidencid la existencia de un contacto intramolecular entre la region N-terminal
gue ejerce como ligando del receptor (residuos Ser42—Asp50) y una secuencia mas C-terminal,
llamada sitio de unién del ligando (designado como LBS-1 o ligand binding site-1; residuos

P®AFIS®) (ver Figura 1.9).

Finalmente, y durante el desarrollo de este proyecto de tesis doctoral, la estructura
cristalina del complejo formado entre una variante inactiva de trombina (Ser195Ala) y un
fragmento soluble del dominio extracelular de PAR1, Ala**-Glu®’, fue resuelto a una resolucion
de 1.8 A (Figura 1.10) [Gandhi, Chen, et al., 2010]. Esta estructura permitid resolver un
fragmento de 25 residuos de largo en la que, como era de esperar, los residuos 3.DPR* del
receptor ocupan las posiciones S4-S; del sitio activo de la proteasa, mientras que los residuos
LysBl—Trp56 interaccionan con el exositio I. De este modo, este trabajo presenta la primera
estructura de un complejo trombina-sustrato en la que se evidencian simultdneamente
interacciones con ambas regiones de la proteasa. Sin embargo, cabe mencionar que la regién
correspondiente al ligando “interno”, S*FLLRN*, estd en su mayor parte desordenada en esta

estructura.

Ciertas contradicciones aparentes entre los trabajos anteriormente citados, asi como
razonamientos generales acerca del mecanismo de activacién de los PARs nos impulsaron a
realizar estudios adicionales del receptor PAR1 como parte de la presente tesis doctoral. Con
este objetivo, se decidid sobreexpresar variantes del ectodominio de PAR1 correspondientes a
la forma inactiva (PAR1,, residuos 37-104) y activada del receptor (PAR1s, 42-104) para llevar a
cabo estudios estructurales de su interaccion con la trombina. Los resultados de estos estudios

se detallardn en los epigrafes correspondientes.
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Figura 1.10 Representacion de la estructura tridimensional del fragmento PAR1(33-57) unido a la variante
inactiva de trombina, Ser195Ala. El mapa de densidad electronica permitié definir las regiones de PAR1 que
interaccionan con el centro activo (L38DPR41) y con el exositio | de la trombina (residuos KSlYEPFWSG), entre las
cuales se sitla una regién desordenada que fue modelada por Di Cera y colaboradores (PDB 3LU9; [Gandhi, Chen,
et al., 2010]).

1.6.3 Funcion procoagulante de PAR1

Como ya hemos mencionado, el receptor PAR1 es capaz de convertir un corte
proteolitico extracelular en una sefial de transduccidon con una respuesta celular compleja. En
ausencia de estructuras 3D de algin miembro de la subfamilia de los PARs, el mecanismo
exacto de unién del nuevo extremo N-terminal a los lazos extracelulares del receptor aun no se
conoce. Sin embargo, esta bien establecido que los cambios conformacionales inducidos en el
receptor por esta interacciéon intramolecular activan a proteinas heterotriméricas de unidn a
GTP de las familias G12/13, Gqg o Gi/z. Esto genera respuestas tan variadas como cambios en la
morfologia y agregacién de las plaquetas, incremento de la permeabilidad y migracién de las
células endoteliales, o crecimiento y diferenciacién celular, entre otros [Coughlin, 2005]. Una
vez generada la sefial de respuesta, y similar a otros receptores acoplados a proteinas G, el

receptor PAR1 es internalizado a la célula para su reciclamiento o degradacién.

1.6.4 Respuesta inflamatoria mediada por PAR1

Como se menciona en el epigrafe 1.3, dafios en el tejido vascular, ya sea por trauma,
infeccion o inflamacién, pueden favorecer la generacion de proteasas pro-coagulantes o de
otras familias. Estas proteasas pueden activar a los receptores PAR en los distintos tipos de
células en que se expresan, incluyendo plaquetas, epitelio vascular, musculo liso, sistema

inmune y sistema neuronal. Como es de esperar, la respuesta a la activacion de un PAR
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especifico depende del tipo de célula donde se exprese, entre otros factores. Por ejemplo, la
activacién de PAR1 en las células endoteliales provoca la liberacién de vVWF y la presentacién de
P-selectinas, lo que promueve el movimiento y la adhesién de plaquetas y leucocitos. Por el
contrario, en células del musculo liso el PAR1 activado desencadena la produccién de
guimoquinas y prostanglandinas, mientras que en células nerviosas aferentes favorece
procesos de inflamacién neurogénica [Hattori, Hamilton, et al., 1989, Daniel, Gibbs, et al., 1986,
Colotta, Sciacca, et al., 1994, Esmon, 2004]. Estos ejemplos ilustran que la activacion de PAR1
en y alrededor de la pared vascular puede ayudar al reclutamiento de plaquetas y leucocitos,
promoviendo asi la extravasacién para la reparacién del dano vascular [de Garavilla, Vergnolle,

etal., 2001].

En otro orden de cosas, en células endoteliales PAR1 puede ser activado por la APC en
presencia del receptor EPCR y generar respuestas anti-inflamatorias y anti-apoptodticas
[Dahlback and Villoutreix, 2005, Riewald, Petrovan, et al., 2002, Flynn and Buret, 2004, Guo,
Liu, et al., 2004]. Sin embargo, dado que el corte de activacién de PAR1 por la trombina es
varios ordenes de magnitud mas eficiente que la reaccidn catalizada por la APC, la relevancia
(pato)fisiolégica de la activacién de PAR1 por la APC es discutible [Ludeman, Kataoka, et al.,

2005].

Como se menciond en el epigrafe 1.4, el reconocimiento de muchos, si no todos, los
sustratos fisioldgicamente relevantes de la trombina dependen de sus interacciones con uno o
ambos exositios de la proteasa. Existe actualmente una importante base experimental que
demuestra la importancia critica de estos residuos para la interaccién de la trombina no sélo
con sus sustratos macromoleculares, sino también con cofactores e inhibidores proteicos. A
continuacion resumimos brevemente las caracteristicas mds importantes de aquellas proteinas
capaces de interaccionar con los exositios de la trombina, y sobre las cuales existe informacién

estructural.
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1.7.1 Interacciones con receptores

1.7.1.1 El receptor endotelial, la trombomodulina

La trombomodulina (TM) es una proteina transmembrana presente en el endotelio
intacto, primordialmente en aquel de los vasos pequeiios, y que actla como receptor de la
trombina convirtiéndola en una proteasa anticoagulante gracias a que le confiere la capacidad
de activar eficazmente a la PC, y antifibrinolitica por su procesamiento de la pro-
carboxipeptidasa TAFI (ver epigrafes 1.3 y 1.4). La estructura cristalina de la trombina humana
unida al fragmento mas pequeifio de la TM capaz de garantizar la activacién de la PC, TMEA456,
es conocida [Fuentes-Prior, Iwanaga, et al., 2000] (Figura 1.11). El trabajo estructural demostré
que la TM se une al exositio | de la trombina a través de los dos dominios de tipo EGF mas C-
terminales (EGF 5 y 6, también denominados TMES5 y TME6), cuya superficie posee un potencial

electrostatico muy negativo.
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Figura 1.11 Estructura del complejo trombina-trombomodulina. A. Representacién esquematica de la
organizacion de los dominios de la trombomodulina. El receptor consiste de un dominio N-terminal semejante a
las lectinas de tipo C seguido de seis dominios similares al EGF (TME1-6), un péptido rico en serinas/treoninas que
presenta varios sitios de O-glicosidaciéon, una hélice transmembrana, y una cola citoplasmatica corta. B.
Representacidn del complejo entre la trombina-a (azul) y el fragmento TME456 de la trombomodulina (rojo). El
inhibidor covalente L-Glu-Gly-L-Arg clorometilcetona (EGR-CMK) mimetiza a los residuos P3-P1 del péptido de
activacion de la proteina C, y se muestra como esferas con codigo de color (carbono, gris; nitrégeno, azul; oxigeno,
rojo). En amarillo se muestran los enlaces disulfuro. También se muestran las cadenas laterales de los residuos del
centro activo His’’ vy Aspm, asi como residuos prominentes de los lazos 60 (TrpeOD) y 149 (Trpl48). Note que el
receptor endotelial une a la trombina a través de sus dominios TMES5 y TME6. Figura modificada de [Fuentes-Prior,
Iwanaga, et al., 2000].
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Como consecuencia de esta unidn el exositio | queda bloqueado, impidiéndose el
reconocimiento de los sustratos procoagulantes como el fibrindgeno, los factores V y VIl y los
PARs. De esta forma, la estructura del complejo ofrece una explicacién inmediata de por qué
los sustratos procoagulantes no pueden ser procesados por la proteasa unida a su receptor
endotelial [Fuentes-Prior, Iwanaga, et al., 2000]. Por otra parte, regiones expuestas en los
dominios EGF4 y EGF5 enfrentadas al sitio activo de la trombina parecen ser importantes sitios
de unidn a los sustratos del complejo trombina-TM (PC, TAFI). Se ha predicho que interacciones
TM-sustrato, fundamentalmente de tipo electrostatico, permiten el alineamiento de los
mismos de manera que presentan sus sitios de corte a la trombina unida a la TM, permitiendo

asi su rapido procesamiento [Fuentes-Prior, lwanaga, et al., 2000].
1.7.1.2 Glicoproteina de plaquetas GP Ib-IX-V

Ademas de los receptores PARs, la trombina posee otro receptor muy importante en la
superficie de las plaguetas, el complejo formado por las glicoproteinas Ib, IX y V (GPIb-IX-V). El
papel de la proteasa unida a este receptor no se ha esclarecido completamente, pero se sabe
gue la formacién de este complejo es esencial para el inicio de la actividad procoagulante de las
plaguetas, induciendo su agregacidn y activacién [De Marco, Mazzucato, et al., 1991, Dormann,
Clemetson, et al., 2000], y que la unién defectuosa de la trombina al complejo GPlb-IX-V estd
asociada con diferentes patologias, como el sindrome de Bernard-Soulier [Berndt, Fournier, et
al., 1989]. Por otra parte, se ha propuesto que GPlba funciona como un cofactor que modula la

actividad de la trombina en el procesamiento y activacidon del PAR1 [Coughlin, 2005].

Los resultados de varios estudios bioquimicos sugieren que la trombina se une al
dominio extracelular N-terminal de la subunidad GPlba [Okumura, Hasitz, et al., 1978]. En
concreto, la regién aniénica C-terminal, que incluye los residuos Aspzsg—Asp287 es critica para
esta interaccion [De Cristofaro, De Candia, et al., 2001, De Marco, Mazzucato, et al., 1994]. La
estructura cristalina del complejo GPlba-trombina reveld dos sitios de unién claramente
diferenciados. La primera regiéon de contacto es dominada por interacciones electrostaticas, e
implica el exositio | de la trombina (lazo 70-80) y la regién de la GPlba que abarca el extremo C-
terminal de la regidn rica en leucinas (LRR) junto con el lazo entre el puente disulfuro Cys***-
Cys®®* (ver figura 1.12). La segunda superficie de interaccidn se establece entre el exositio Il de

una segunda molécula de trombina y dos zonas adyacentes de la GPlba: una regién anidnica

36



Introduccion

sulfatada, y una hélice a corta (Arg***-Leu™®

), situadas en la superficie convexa del dominio LRR
(ver Figura 1.12). En esta regidn predominan los puentes de hidrégeno entre la region anidnica
de la GPbla y los residuos basicos del exositio Il de la trombina. Ademas, los residuos sulfatados

participan en interacciones idnicas e hidrofdbicas con la proteasa [Dumas, Kumar, et al., 2003].

Ny Gplb
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/ ~) | = . \ L —
' G) )~ S \
7 T e |
& e g 4

. " ()
“rr_\f Linker / 1 (Iv"‘ (
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Figura 1.12 Interaccion de la trombina con el dominio GPlba. Los dos complejos de la trombina (en azul) unida al
GPIbaN (en verde) representados en la figura estan relacionados simétricamente. En rojo se representa la region
anidnica de la GPlba (Aspzeg—Tyrm) y en amarillo la regiéon que corresponde al péptido Phe’**-Thr**. Ambos
exositios de las moléculas de trombina se representan en azul oscuro, y en gris se muestran las cadenas ligeras de
la proteasa. En una de las superficies de interaccidn se establecen contactos de tipo electrostatico e hidrofébico
entre los residuos Ser'”, Glu*® y Tyr228 de la subunidad GPIba y los residuos de trombina del exositio | (Lys%,
Arg’y Lyslog). Los residuos del exositio Il (Argml, Argm, Arg233 y Lysm) de la trombina participan en puentes de
hidrégeno y contactos hidrofébicos con los residuos de la GPlba (Leu275—Asp277) en la segunda superficie de
interaccion en la que, entre otros contactos, se forman puentes salinos entre el residuo Tyrm(SOg') y los residuos
Arg126 y LysBG. Figura adaptada de [Dumas, Kumar, et al., 2003].

1.7.2 El activador de Ila protrombina de Staphylococcus aureus, la

estafilocoagulasa

Se conoce desde hace varias décadas que algunas cepas de Staphylococcus aureus son
capaces de coagular el plasma sanguineo [Korzeniowski, 1992]. Esta propiedad es conferida por
un cofactor sui generis secretado por la bacteria, la estafilocoagulasa (SC), la cual forma un
complejo de alta afinidad con la (pro)trombina que reconoce y procesa al fibrindbgeno como
Unico sustrato. Sin embargo, a diferencia del activador fisiolégico de la protrombina, el
complejo protrombinasa, la SC carece de actividad proteolitica intrinseca. EI mecanismo de
activacién de la protrombina mediado por la SC se basa en la estabilizacién de los lazos que

rodean al sitio activo de la proteasa (Figura 1.13), seguido de la introduccién de su extremo N-
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16n

terminal, lle?, en el llamado "bolsillo de la lle (porque acomoda al residuo N-terminal e o

similar en los dominios cataliticos de la proteasas de la familia de la tripsina, una vez activadas).

La SC consta de dos dominios N-terminales semejantes de tipo todo-a, denominados D1
y D2. Las tres hélices principales que conforman el dominio D2 cubren completamente el
exositio | de la (pre)trombina, de modo que el lazo 70-80 de la misma queda anclado entre los
surcos de las hélices a;"? y a,”? de la estafilocoagulasa. Las regiones que interaccionan estan
principalmente interconectadas por varios puentes de hidrégeno y salinos fuertes [Friedrich,

Panizzi, et al., 2003, Panizzi, Friedrich, et al., 2006].

“Asp 198 3

\ Arg67

S,

“ ;

Figura 1.13 Estructura de la SC y mecanismo de activacion de la protrombina. A. Estructura cristalografica del
complejo SC(1-325)-trombina-a humana [Friedrich, Panizzi, et al., 2003]. Los dominios N-terminales de la SC (D1,
hélices a1’ a a3™ y D2, hélices a1® a 013D2) se muestran en verde. La trombina es representada como una
superficie sélida a través de su potencial electrostatico, en la que se indican el exositio I, el sitio activo (Serlgs), y el
lazo 149 (Trpm). B. Representacion en detalle de la interaccion entre el proexositio | de la pretrombina-2 humana
y la SC. El proexositio | y su entorno se muestran centrados en los cuatro residuos de arginina especificos de la
trombina (Arg®’, Arg”, Arg” y Arg’"), y coloreada de acuerdo con el potencial electrostatico de superficie
calculado para la superficie de la pretrombina-2 sola (rojo, negativo; azul, positivo). La cadena lateral de la Arg77A

. . . s . . 213
de la pretrombina se ancla entre los grupos carboxilato de los residuos acidos estrictamente conservados Glu™" y

217 . . . . s
Asp™ de la SC, y los residuos a su alrededor establecen otras interacciones intermoleculares electrostaticas

fuertes. Los segmentos de contacto de la estafilocoagulasa, formados basicamente por las hélices a2 y a3 del
dominio D2 se muestran con sus cadenas laterales acidas en cddigo de color (carbono, blanco; oxigeno, rojo).
Figura adaptada de [Friedrich, Panizzi, et al., 2003].

La formacién de este complejo es esencial para generar un sitio de union de alta
afinidad especifico para el fibrindgeno en la SC. Asi, paradéjicamente, la ocupacién del exositio |
de la trombina por la SC conduce a un aumento en la especificidad de la pro(trombina) por su
sustrato, el fibrindgeno [Friedrich, Panizzi, et al., 2003, Panizzi, Friedrich, et al., 2006, Friedrich,

Panizzi, et al., 2006].
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1.7.3 Interacciones con inhibidores

Existe una copiosa informacién estructural sobre la interaccién de diferentes inhibidores
derivados de animales hematdfagos con la trombina. A continuaciéon se resumen los inhibidores
mas relevantes de la proteasa, comenzando por el mas ampliamente utilizado en el laboratorio,
la hirudina. Finalmente, y pese a no ser un inhibidor de la trombina propiamente dicho, sino un
cofactor de algunas serpinas como la AT, analizaremos las interacciones de la proteasa con la

heparina.

1.7.3.1 Hirudina y hemadina

La hirudina y la hemaedina son inhibidores no candnicos de la trombina, pertenecientes
a la familia 114 en la clasificacion MEROPS. Estos inhibidores son producidos por las sanguijuelas
Hirudo medicinalis y Haemadipsa sylvestris, respectivamente, y han sido extensamente
estudiados, sobre todo la hirudina, debido a sus propiedades anticoagulantes. La estructura
tridimensional del complejo trombina-hirudina determinada por cristalografia de rayos X reveld
qgue el dominio globular N-terminal del inhibidor bloquea el centro activo de la proteasa
serinica mediante interacciones hidrofébicas de sus residuos mas N-terminales. Sin embargo,
estos residuos no se unen de manera candnica (de forma antiparalela) al segmento Ser**-
Gly*'®, como lo hacen los sustratos e inhibidores canénicos de las proteasas serinicas de la
familia de la tripsina, sino que se insertan de forma paralela a esta cadena 3 de la proteasa

[Rydel, Ravichandran, et al., 1990] (Figura 1.14A).

Por otra parte, el péptido C-terminal de la hirudina se une al exositio | mediante una
combinacidon de interacciones electrostdticas y enlaces de Van der Waals. Los potenciales
electrostaticos de las superficies de interaccion de la trombina y la hirudina revelan una elevada
complementariedad, lo que posiblemente constituye la principal fuerza conductora para la
formacién del complejo [Stone and Hofsteenge, 1986, Chang, 1990;1989]. La elevada afinidad
de la hirudina por la trombina depende, en buena medida, de las interacciones del residuo

%3 el cual estd sulfatado en la mayoria de las isoformas de la hirudina [Stone and

Tyr
Hofsteenge, 1986, Dodt, Machleidt, et al., 1986]. Este residuo forma un puente salino fuerte
con el grupo amino-¢ de la Lys81 y establece, ademas, una amplia red de puentes de hidrégeno
que une a los dtomos de oxigeno de su grupo sulfato con el grupo hidroxilo de la Tyr’® y, a

través de moléculas de agua, con las cadenas principales de los residuos Asn’® / GIu®,
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aumentando en un orden de magnitud la afinidad de la hirudina por la trombina en

comparacion con la forma no sulfatada [Rydel, Ravichandran, et al., 1990].

Figura 1.14 Inhibicion de la trombina por dos miembros de la familia 114 de inhibidores de peptidasas, la
hirudina y la hemadina. A. Estructura tridimensional del complejo trombina-hirudina [Rydel, Ravichandran, et al.,
1990]. Los elementos de estructura secundaria del inhibidor se representan en verde. Se observa la interaccién del
péptido C-terminal con el exositio | de la trombina, mientras que el dominio N-terminal se situa sobre el centro
activo. B. Estructura del complejo de la trombina humana con la hemadina [Richardson, Kroger, et al., 2000], cuya
estructura secundaria se muestra en color azul claro. Se puede observar en este caso que el extremo C-terminal
cubre el exositio Il de la trombina. Las figuras fueron generadas utilizando PyMol a partir de las estructuras
depositadas en el PDB (4HTC y 1EOF, respectivamente). En ambos casos, la molécula de trombina se representa en
la orientacidn estandar mediante su potencial electrostatico superficial (azul, positivo; rojo, negativo).

Varios estudios estructurales y funcionales [Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al.,
2009, Jackman, Parry, et al., 1992, Myles, Le Bonniec, et al., 2001] han permitido establecer el
mecanismo de unién de la hirudina a la trombina. La formacién del complejo conlleva, en
primer lugar, la aproximacion del inhibidor hacia el exositio | de la trombina, dirigido por su
complementariedad electrostatica con el extremo C-terminal de la hirudina. A esto le sigue la
unidon mediante interacciones de Van der Waals e idnicas de este péptido acido al exositio I.
Esta unidon, limitante de la velocidad de formacion del complejo, provoca cambios
conformacionales en la trombina [Mao, Yates, et al., 1988, Konno, Fenton, et al., 1988]. La
formaciéon de este complejo inicial es esencial para colocar el tripéptido N-terminal de la
hirudina a una distancia y orientacion apropiadas para su insercién rapida en el surco del centro
activo de la proteinasa, reforzada por interacciones adicionales con los residuos del mismo
[Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al., 2010]. De interés farmacoldgico, cabe destacar que la
unioén de la cola C-terminal de la hirudina al exositio | de la trombina inhibe la activacion del Fbg

[Krstenansky, Owen, et al., 1987, Krstenansky and Mao, 1987, Naski, Fenton, et al., 1990], la
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activacion de las plaquetas mediada por los PARs [Vu, Hung, et al.,, 1991, Jandrot-Perrus,
Huisse, et al.,, 1991], y la unién al receptor endotelial de la trombina, la trombomodulina

[Tsiang, Lentz, et al., 1990].

La comparacién de la hemadina con la hirudina revela que ambos inhibidores
comparten un modo de unién no candnico de sus péptidos N-terminales al centro activo de la
trombina. En efecto, en ambos complejos los tres primeros residuos del extremo N-terminal se
insertan en el surco del centro activo de la trombina, formando hojas B paralelas con los
residuos Serm—GIy216 de la trombina (Figura 1.14B). Sin embargo, los dos inhibidores difieren
drasticamente en la localizacion de sus colas acidas C-terminales. Como hemos sefialado mas
arriba, la hirudina se une al exositio | de la trombina. Sin embargo, la cola C-terminal de la
hemadina interacciona con el exositio Il [Richardson, Kroger, et al., 2000, Richardson, Fuentes-

Prior, et al., 2002]. Esta superficie de la trombina estd principalmente poblada por residuos

101 240

cargados positivamente (por ejemplo, Arg”, Arg”, Arg'®, Arg”® vy Lys**°), mientras que el
extremo C-terminal de la hemadina posee un gran nimero de residuos con carga negativa (8 de
los 19 residuos de esta region son aspartatos o glutamatos). A pesar de esta acusada
complementariedad electrostatica, los Unicos puentes salinos fuertes que se establecen entre

49|

ambas moléculas son los que conectan el grupo carboxilo del Glu™ con los grupos guanidinio

de las argininas 93 y 101.

1.7.3.2 Otros inhibidores derivados de animales hematdfagos

Otros inhibidores menos conocidos interaccionan con la trombina a través del sitio
activo y/o el exositio I. Entre ellos encontramos a la rodnina, un inhibidor especifico de la
trombina aislado del insecto hematéfago Rhodnius prolixus. La rodnina, que pertenece a la
familia 12 (Kazal), interacciona a través de su dominio N-terminal de manera candnica con el
sitio activo, y a través de su dominio C-terminal con el exositio | de la trombina [van de Locht,
Lamba, et al., 1995].

La ornitodorina [van de Locht, Stubbs, et al.,, 1996] y la boofilina [Corral-Rodriguez,
Macedo-Ribeiro, et al., 2009, Macedo-Ribeiro, Almeida, et al., 2008] son inhibidores tipo Kunitz
(familia I11) de la trombina presentes en la saliva de la garrapata blanda Ornithodoros moubata 'y
de la garrapata dura Rhipicephalus (Boophilus) microplus, respectivamente. Ambos inhibidores

han sido caracterizados en sus complejos con la trombina bovina, observandose que el dominio
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Kunitz N-terminal del inhibidor bloquea al centro activo de la proteasa, mientras que el dominio

C-terminal cubre el exositio I.

La triabina es un potente inhibidor de la trombina aislado de la saliva del insecto
Triatoma pallidipennis. La resolucion de la estructura cristalina del complejo trombina-triabina
[Fuentes-Prior, Noeske-Jungblut, et al., 1997] revelé que este inhibidor se une a la proteasa
exclusivamente a través de su exositio |, quedando libre el sitio activo. Sin embargo, vy
resaltando el papel critico de esta regién en el reconocimiento de sustratos fisioldgicos, la
triabina unida a trombina inhibe de forma potente la activacién del fibrinégeno y la agregacion

plaquetaria.

Por ultimo, recientemente ha sido revelado el mecanismo de inhibicién de la trombina
por la anofelina, un polipéptido relativamente pequeio producido por los vectores de la
malaria, los mosquitos del género Anopheles. A diferencia de los inhibidores anteriormente
mencionados, la estructura cristalina del complejo trombina-anofelina mostré que la regidn
mas N-terminal del inhibidor interacciona con el exositio | de la trombina, mientras que los
residuos mas C-terminales cubren el sitio activo de la proteasa. En esta orientacién, que es
exactamente la opuesta a sustratos productivos de la proteasa, la anofelina no puede ser
procesada, explicando asi la formacion de un complejo estable de alta afinidad [Figueiredo, de

Sanctis, et al., 2012].

1.7.3.3 Heparina

La heparina es un glicosaminoglicano formado esencialmente por la repeticiéon de un
disacdrido de acido urdnico y glucosamina; el peso molecular de la heparina nativa varia entre 3
y 30 kDa. Este disacdrido es sulfatado de forma variable, lo que le confiere al polimero
resultante una marcada carga negativa. La heparina actua como cofactor de la antitrombina,
acelerando marcadamente la inhibiciéon de la trombina asi como de los factores IXa, Xa, Xla y
Xlla de la cascada de la coagulacién. Desde su descubrimiento y caracterizacién en las décadas
de 1930 y 1940, la heparina y sus derivados se han convertido en uno de los principales

farmacos empleados en el tratamiento de la trombosis venosa.

La estructura de la trombina unida a un fragmento de la heparina [Carter, Cama, et al.,
2005] revela un modelo de unidn relativamente inespecifico en el que el sitio de interaccién

estd compuesto por al menos 6 unidades de monosacdrido. La unidon a la proteasa es
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principalmente de naturaleza idnica, e involucra a cinco o seis grupos cargados negativamente

de la heparina (Figura 1.15).

Figura 1.15 Estructura tridimensional del complejo trombina-heparina. Se muestra la superficie accesible al
solvente de la trombina, en la orientacion estandar. En esferas de color (cédigo: carbono, blanco; oxigeno, rojo;
azufre, amarillo; nitrégeno, azul) se representan los 4tomos del fragmento de heparina que se une a la proteasa,
compuesto por seis monosacdridos [Carter, Cama, et al., 2005]. La figura ha sido generada a partir de las
coordenadas depositadas en el PDB (1XMN), utilizando PyMol.

Los residuos de trombina que interaccionan con la heparina se localizan en el exositio I,
y la relevancia de algunos de ellos (Arg”, Arg'®, Arg?3, Lys®, Lys®®, y Lys**°) ha sido
confirmada por estudios de mutagénesis dirigida [Gan, Li, et al., 1994, Sheehan and Sadler,

1994, Tsiang, Jain, et al., 1997].

1.7.4 Reconocimiento de sustratos fisioldgicos

1.7.4.1 Reconocimiento del fibrinégeno

La interaccién entre la trombina y la regién central E del fibrinégeno ha acaparado
mucha atencidn debido a su importancia en la conversion de fibrinégeno a fibrina y en la
regulacion de la actividad de la trombina in vivo. Las interacciones del fibrinégeno con residuos
especificos localizados en el exositio | de la trombina son necesarias para la liberacion de los
fibrinopéptidos Ay B y la consecuente generacion de fibrina. El sitio de unidn del Fbg al exositio
| de la trombina se localiza en la parte central de esta regién de la molécula, segun revela la

estructura del complejo obtenida mediante cristalografia de rayos X (Figura 1.16).

A pesar de que la resolucién a la que se resolvio la estructura de este complejo es mas
bien baja (3.65 A), la misma permitié discernir las interacciones mas importantes entre el
fragmento E del fibrindgeno y el exositio | de la trombina. De los residuos cargados del exositio

|, Gnicamente la Arg’” y la Lys'* estan orientadas de forma tal que podrian formar puentes
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salinos con residuos complementarios del fibrindgeno. Aunque sélo representan una pequefia
parte de las interacciones en la interfase trombina-fibrindgeno, que es dominada por contactos
de Van der Waals, estos enlaces parecen ser importantes para la aproximacion inicial de las dos
moléculas y la correcta orientacidon de los fibrinopéptidos en el sitio activo de la proteasa

[Pechik, Madrazo, et al., 2004].

Figura 1.16 Estructura tridimensional del complejo entre el fragmento E (sin los fibrinopéptidos) del fibrindgeno
y el exositio | de la trombina humana. Se representa la estructura secundaria de las moléculas en colores sélidos,
envueltas por la superficie accesible por el disolvente, en color transparente. Las cadenas a, B y y del fibrinégeno
se muestran en verde, violeta y azul, respectivamente, y las moléculas de trombina se representan en amarillo y
naranja. La superficie de interacciéon esta dominada fundamentalmente por contactos hidrofébicos entre los
residuos apolares de ambas superficies, acompanados por algunos puentes salinos y puentes de hidrégeno entre
residuos con cargas opuestas.

1.7.4.2 Activacion del factor V

Como se menciond en el epigrafe 1.5, el FV es activado por la trombina mediante cortes

7 71 101 101
09_ger/10 018 11,1019

proteoliticos entre los residuos Arg (entre los dominios A2 y B), Arg (dentro

1345_gert™e (en el extremo N-terminal del dominio A3), estableciendo un

del dominio B) y Arg
lazo de retroalimentacién positiva esencial para una rdpida generacién de la proteinasa y
amplificando asi el proceso de coagulacidén sanguinea. Las bases estructurales para la activacion
del FV mediada por la trombina fueron presentadas recientemente por nuestro grupo [Corral-
Rodriguez, Bock, et al., 2011]. Empleando los conectores recombinantes FVa2 (residuos 657-
709) y FVa3 (residuos 1481-1545), y mediante estudios de resonancia de plasmones de
superficie (SPR) y de cristalografia, se evidencié que el conector a2 interacciona principalmente
con el exositio | a través de la regidn similar a la cola C-terminal de la hirudina presente en el

FVa2 (Figura 1.17A); mientras que el FVa3 parece interaccionar con ambos exositios de la

trombina.
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Figura 1.17 Estructura 3D del complejo entre el FVa2 y el exositio | de la trombina humana. A. Los contactos
entre las dos moléculas de trombina se establecen a través de los exositios Il y las regiones colindantes de ambas
moléculas. Se representan mediante cartoons las moléculas de trombina (en color azul y amarillo), y mediante
sticks los residuos GIu®®-Glu®’* del conector FVa2 (en verde y morado), las fuerzas de Van der Waals de los
residuos se indican con el mismo color. B. Vista detallada del exositio | de la proteinasa en el complejo
FVa2-trombina-FPR. La secuencia similar a la hirudina mas proxima al extremo N-terminal del FVa2, GIu666-GIu672,
se une a lo largo del exositio | de la trombina. En particular la cadena lateral de la Phe®®® del cofactor ocupa un
bolsillo hidrofébico formado por &tomos tanto de la cadena principal como de las cadenas laterales de los residuos
Phe*, Leu®, Arg67, Arg73 y Thr’®. Se observa también que el residuo GIu®® forma un puente salino fuerte con la
Arg75 y ademas un enlace de hidrégeno con la Tyr76, mientras que los residuos del cofactor Pro®”® a Ser®” forman
un arco que cubre la cadena lateral de la Tyr’® de la trombina. Se muestran tnicamente los residuos del lazo 70-80
de la trombina y algunas cadenas laterales del lazo 37 vecino. Los residuos de trombina se colorean en azul
violaceo (carbono), azul intenso (nitrégeno) y rojo (oxigeno). Los residuos del FV se presentan en color verde
(carbono), azul intenso (nitrégeno) o rojo (oxigeno). Las interacciones electrostaticas entre residuos se indican
mediante lineas amarillas discontinuas. Modificado de [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011].

Los resultados estructurales obtenidos por nuestro grupo sugieren una explicacién del
mecanismo cinéticamente preferido -y bioquimicamente caracterizado- de la activacién del FV

[Suzuki, Dahlback, et al., 1982, Segers, Dahlback, et al., 2007, Keller, Ortel, et al., 1995]. El

7 71
%_ser’

modelo de activacion propone que el reconocimiento del sitio de corte Arg es

facilitado principalmente por las interacciones de la trombina con el segmento GIu®*’-GIu®" del
cofactor, semejante a la cola C-terminal de la hirudina (Figura 1.18A). Una vez fijado al exositio
I, la parte situada en el extremo mads C-terminal del conector dcido a2, rodea a la proteasa
dirigida por las interacciones débiles con los residuos del exositio Il. De esta manera, el enlace
peptidico Arg’®-Ser’* se presenta a la maquinaria catalitica en una conformacién éptima para
ser procesado (Figura 1.18B). Tras el procesamiento de este sitio, la trombina permanece unida

a la molécula del FV procesada en la Arg’® través del exositio |, de manera que puede acceder

1018 1019
-Thr

al enlace peptidico Arg que, tras el primer corte, queda ahora completamente

710 1018

expuesto (Figura 1.18C). La hidrdlisis rapida en este segundo sitio libera la region Ser’~-Arg

1545 1546
-S

(fragmento E) y facilita el corte del enlace peptidico en el extremo C-terminal, Arg er
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[Thorelli, Kaufman, et al., 1997], probablemente porque se facilita el acceso de la proteasa
(Figura 1.18D). Posiblemente, la secuencia acida en el extremo C-terminal del FVa3 se une
primero al exositio Il, lo cual es seguido del desplazamiento del motivo GIu®®’-GIu®"? del Fva2

del exositio | de la trombina por la regidn topolégicamente equivalente del FVa3 (ubicada entre

1492 1501 1545

Asp~“y Glu™"") (Figura 1.18D-E), y la introduccién de la regién que incluye el enlace Arg

1546

Ser en el surco del centro activo de la trombina. Finalmente, el corte de este enlace

1545

peptidico libera al fragmento C1 (Thr'®°-Arg °*°) generandose el cofactor completamente

activo (Figura 1.18F).

Estas investigaciones de estructura y funcién establecen de manera inequivoca que el
extremo mas N-terminal, de secuencia similar a la hirudina, del FVa2 interacciona con el
exositio | de la trombina durante el proceso de activacion del cofactor. Ademas, especulamos
gue este modelo de unién es comun al FVa3 y al FVlllal-a3, aunque la falta de similitud
significativa de estas secuencias con el FVa2 impide una asignacién de los residuos que pueden

ocupar las posiciones equivalentes a, por ejemplo, la Phe®®®.
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Figura 1.18 Representacion esquemadtica del mecanismo de activacion propuesto del factor V humano. Los
dominios globulares del FV se representan segun la estructura cristalina publicada [Adams, Hockin, et al., 2004], y
los exositios de la trombina se muestran como 6valos azules etiquetados. En primer lugar, la secuencia del FVa2
similar a la hirudina, GIu®*®-GIu®’?, se une al exositio | de la trombina (A). Tras este acoplamiento al exositio, la
secuencia en el extremo mas C-terminal del conector entre los dominios A2-B, rodea la parte “superior” de la
molécula de trombina, de manera que pasa cerca pero no establece interacciones importantes con los residuos del
exositio Il (B). De esta manera, el enlace peptidico de activacidn Argmg-Ser710 se presenta al centro activo en la
conformacién adecuada para la protedlisis. La hidrdlisis en este sitio genera la cadena pesada A1-A2-a2 del FVay la
repulsion electrostatica de los segmentos Aspﬁ‘r’g—Asp663 y Glu""-Glu fuerza la rapida salida de las secuencias
alrededor del sitio de corte de la hendidura del centro activo. A continuacion, la trombina accede al enlace Arglms—
Thr'®*® ahora completamente accesible, mientras que permanece todavia unida al cofactor a través del motivo
similar a la hirudina del FVa2 (C). Este segundo corte libera la region Serm-Arg1018 del cofactor (fragmento E). La
hidrdlisis del enlace situado en el extremo mas C-terminal, Arg1545-Ser1546, requiere de la transferencia de la
proteinasa al conector entre los dominios B-A3, esencial para la activacién del FV mediada por la trombina
[Marquette, Pittman, et al., 1995]. La transferencia posiblemente ocurre a través de un complejo intermediario en
el que el motivo acido situado en el extremo mas C-terminal del FVa3 contacta con el exositio Il de la trombina (D),
seguido del desplazamiento de la secuencia Glu®*®-GIu®”? del exositio | por la secuencia topoldgicamente
equivalente en el FVa3 (situada entre los residuos Asp1492 y GIu™"). En el complejo de Michaelis-Menten
resultante, el enlace peptidico Argls"S-Ser1546 se inserta en la cavidad del centro activo de la trombina (E).
Finalmente, la protedlisis en este sitio libera la regidn Thrlolg-Arg1545 altamente glicosidada (fragmento C1), y

genera un cofactor completamente funcional. Modificado de [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011].
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Objetivos

La elevada incidencia de las enfermedades cardiovasculares exige estudiar a
profundidad las complejas reacciones bioquimicas que conducen a la formacidon de trombos en
condiciones patofisioldgicas, y en particular del sistema de coagulaciéon sanguinea con el
objetivo de disponer de nuevas dianas terapéuticas entre proteinas clave de este sistema. La
trombina-a es una proteasa serinica esencial dentro de la cascada de coagulacién gracias a sus
multiples funciones tanto pro- como anticoagulantes. Por esta razén, es imprescindible
comprender la dindmica molecular de esta proteina y las interacciones con sus sustratos
fisiolégicos. En este sentido, para dos de sus sustratos mas importantes dentro del sistema de
la coagulacién sanguinea, el factor VIl y el receptor PAR1, existe una serie de evidencias que
sugieren interacciones a través de los exositios | y Il de la trombina. Sin embargo, los

mecanismos moleculares de estas interacciones aln no han sido dilucidados.

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la estructura y funcién de la trombina-a
humana, y elucidar las bases moleculares del mecanismo de activacién del factor VIII de la

coagulacion, y del receptor de plaguetas PAR1.
Asi, se establecieron los siguientes objetivos:

1.- Caracterizar la termoestabilidad y la plasticidad de la trombina mediante las técnicas
biofisicas y bioquimicas de microcalorimetria (1.1), termofluorescencia (1.2), protedlisis
limitada (1.3) y cristalografia de rayos X (1.4). Dentro de este objetivo interesa analizar los
cambios en la conformacidn de la trombina en presencia de diferentes ligandos especificos;
uno de los puntos esenciales es cristalizar la proteasa en presencia de estos ligandos,

resolver las estructuras tridimensionales correspondientes, e interpretarlas.

2.- Analizar las interacciones de la trombina con el dominio extracelular del receptor PAR1. Para
ello, dos variantes del dominio extracelular del receptor, que incluyen los residuos Thr’-
Thr'®? y Ser*-Thr'®, seran sobreexpresadas como proteinas recombinantes y purificadas
(2.1). Estas formas recombinantes del ectodominio del receptor seran usadas para resolver
las estructuras tridimensionales de sus complejos con la proteasa activadora mediante
cristalografia de rayos X, para caracterizar asi las bases moleculares del mecanismo de

interaccidn entre estas dos proteinas (2.2).
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3.-
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Caracterizar las interacciones de la trombina con los conectores interdominios del factor
VIIl. Para ello se estableceran protocolos de expresidon y purificacién de los fragmentos
recombinantes del FVIII que corresponden a los conectores acidos entre sus dominios Al y
A2 (FVlllal), A2 y B (FVIlla2), y B y A3 (FVIlla3) (3.1); para posteriormente analizar las
interacciones de estas regiones con la trombina mediante cristalografia de rayos X (3.2) y
resonancia magnética nuclear (3.3). Finalmente, se pretende determinar el papel de los
residuos aminoacidicos esenciales del FVIII en el mecanismo de activacién mediado por la

trombina (3.4).









Materiales y Métodos

Para los diferentes estudios realizados a lo largo de esta investigacidon se requirieron
productos especificos, asi como la preparacién particular de algunas soluciones o proteinas,
como se detalla mas abajo en este apartado. La trombina-a (HCT-0020) y el factor de la
coagulacion X (FX) (HCT-0050) humanos, asi como la FPR-clorometilcetona (FPR) (FPRCK-01) se
obtuvieron de Haematologic Technologies Inc. El péptido C-terminal (Gly>*-GIn®®) de la hirudina
con la Tyr63 sulfatada (H6894), el hidrocloruro de benzamidina (434760), el fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF) (93482), la albumina de suero bovino (BSA) (A2153) y el acido
trimetilsilil  propianoico (TSP) (269913) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, y las
endoproteinasas tripsina (11 418 475 001), Arg-C (11 370 529 001) y Asp-N (11 054 589 001) de
Roche Diagnostics. El fluoréforo SYPRO Orange (S-6651) se obtuvo de Invitrogen; mientras que
el cloruro de amonio-">N (CN80P) y la *C D-glucosa (CC860P) de CortecNet. El hidrocloruro de
tris-carboxietil fosfina (TCEP) (20490) se adquirié de Thermo Scientific y el agua deuterada

(Deuterium oxide) de Deutero GmbH.

3.1.1 Preparacion de variantes de trombina unida a diferentes ligandos

Para inhibir la trombina con FPR se tomdé 1 mg de trombina-a humana (trombina)
disuelta en 20% de glicerol, y se llevd a 1 ml con 50 mM Tris, pH 8.0. A esta disolucién se le
afadieron 12 pl de 20 mM FPR, de modo que la relacidn molar entre la proteasa y el inhibidor
fuese de aproximadamente 1:10. (Las relaciones molares de 1:5 y 1:1 se prepararon de forma
similar, afiadiendo el volumen de FPR correspondiente). La mezcla de reaccién se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente, y el exceso de FPR se elimind mediante al menos
cuatro ciclos de dilucion en 2 ml de tampdn correspondiente (generalmente HEPES/NaCl, pH
6.0), seguidos de la concentracion de la solucidn de trombina-FPR en dispositivos Amicon Ultra-
15 o Centricon (Millipore) (ver Figura 3.1), con una membrana de tamafio de poro de peso

molecular nominal de 10 kDa.

En el caso de los ligandos PMSF, benzamidina y del fragmento C-terminal (Gly>*-GIn®?)

de la hirudina con la Tyr®® sulfatada (de ahora en adelante llamada Hir-C) se prepararon
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directamente en el tampdn requerido para los diferentes ensayos y se adicionaron a la solucién

de trombina previamente dializada en este tampdn, en la relacién molar deseada.

Para comprobar la eficiencia de la inactivacion de la trombina con los inhibidores
irreversibles, FPR y PMSF, se analizé su actividad frente al sustrato cromogénico S-2238
(Chromogenix, Milan, Italia). Muestras de las proteasas analizadas (2 ul de una disolucién a 100
ug/ml) se incubaron con 1 ml de 100 uM S-2238 en 50 mM Tris, pH 8.0, y se midid la variacion
de la absorbancia a 405 nm en funcién del tiempo en cubetas acrilicas. Como blanco utilizamos

una disolucién 100 uM de S-2238 en el tampdn de reaccion.

Ei1

MILLPORE

§88=

P

<
3

Figura 3.1 Dispositivos empleados para la concentracion de las soluciones de proteinas. Estos dispositivos tienen
una membrana de baja adherencia de un determinado tamafio de poro. Las disoluciones de proteina se colocan en
la parte superior, y al ser centrifugadas en estos dispositivos, las moléculas quedan retenidas en la parte superior,
0 pasan a través de la membrana, dependiendo del tamafio de los poros de la membrana. A. Dispositivo Centricon,
qgue permite concentrar un volumen inicial de 2 ml hasta 40 pl, B. Amicon, permite trabajar con volimenes de 15
ml y consigue un volumen final de 200 pl. C. Microcon, para volimenes muy pequeios, tiene capacidad para un
volumen mdximo de 500 pl y concentra hasta alcanzar un volumen final de 10 pl. (Todos estos dispositivos son
producidos por Millipore actualmente una division del Grupo Merck. La figura ha sido tomada de la pagina web de
la compaiiia; www.millipore.com).

Con el objetivo de evaluar la estabilidad y plasticidad de la trombina a nivel bioquimico y
biofisico se realizaron diferentes ensayos de digestidon enzimdtica y de termoestabilidad. A este
analisis también contribuyeron las estructuras de la trombina libre resueltas por cristalografia

de rayos X (ver epigrafe 3.9).

3.2.1 Digestion enzimatica de la trombina

La presencia de residuos de arginina expuestos en el lazo 70-80 de la trombina permitié
evaluar la estabilidad de la trombina a nivel bioquimico mediante ensayos de digestion
enzimdtica con la endoproteinasa Arg-C, la cual es una cistein proteasa que hidroliza los enlaces

peptidicos Arg-Xxx.
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Se realizaron digestiones, por duplicado, de trombina, de trombina inhibida
reversiblemente con benzamidina, y de la proteasa inhibida irreversiblemente con FPR.
Alicuotas de BSA tratadas exactamente como la trombina fueron usadas como controles. Se
digirieron 80 ug de proteina con 0,5 pg de la proteasa Arg-C en un volumen final de 140 ul en el
tampoén de digestidon indicado por el fabricante (Anexo 5) a 37 °C en un bloque térmico
(AccuBlock™, Labnet Inc.), y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos de digestién (a 0, 15 y
30minyal, 2, 4,8,12y 24 horas). La reaccién se detuvo afiadiendo 0.5 pl de HCI, 10 N, y los
resultados de las reacciones se evaluaron mediante electroforesis en geles de SDS

poliacrilamida al 12%.

3.2.2 Ensayos de microcalorimetria diferencial (Differencial Scanning Calorimetry,

DSC)

En la dltima década se han utilizado ensayos basados en la desnaturalizacién térmica de
una proteina para evaluar el efecto de diferentes ligandos y otros factores a la estabilizacion de
la misma. El incremento de la estabilidad se evidencia como un incremento en la temperatura
de desnaturalizacién (T, melting temperature) de la proteina o complejo estudiado. En estos
ensayos se calienta gradualmente la proteina, determinandose su T,,, como la temperatura a la
cual el 50% de la proteina de desplega o desnaturaliza, perdiendo su configuracién

tridimensional natural.

La microcalorimetria diferencial de barrido (Differential Scanning Calorimetry, DSC)
permite cuantificar la cantidad de calor (energia) necesaria para incrementar la temperatura en
la solucién de la proteina de interés y en la solucién control (tampdn) en funcién de la
temperatura. En la DSC se logra determinar en un solo experimento la temperatura de
desnaturalizacién o transicion (T), el cambio en la energia absorbida o entalpia (AH) y el
cambio en la capacidad calérica (ACp) asociados con el desplegamiento de la proteina. Este
incremento en la capacidad caldrica es debido principalmente a cambios en la hidratacion de
las cadenas laterales no polares que estdn ocultas en el estado nativo de la proteina y que se
exponen al solvente en el estado desnaturalizado [Bruylants, Wouters, et al., 2005, Gomez,

Hilser, et al., 1995].

Las muestras de trombina a utilizar en estos ensayos se dializaron exhaustivamente en

25 mM PIPES, pH 6.5, 150 mM NaCl empleando dispositivos Amicon Ultra-15 con una
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membrana de tamafio de poro de peso molecular nominal de 10 kDa (ver Figura 3.1). La
proteinasa se incubd con el ligando respectivo a temperatura ambiente por 30 minutos; en el
caso de los ligandos PMSF y del fragmento C-terminal (Gly54—GIn65) de la hirudina con la Tyr63
sulfatada se prepararon directamente en el tampdn arriba mencionado y se adicionaron
posteriormente a la solucidn dializada de trombina; mientras que la trombina inhibida con FPR

se prepard segun se indica en el epigrafe 3.1.1.

Para cada ensayo se evaluaron por duplicado muestras recién preparadas de trombina
libre o inhibida respectivamente con un exceso molar de los ligandos (1:10), a saber: PMSF, Hir-
C, FPR y FPR mas Hir-C, a concentraciones aproximadamente de 1 mg/ml (entre 27.5y 21.7

1uM). Como control se utilizé en la celda de referencia el filtrado del paso final de dialisis.

Los termogramas de estos experimentos se colectaron utilizando un equipo MicroCal VP
DSC (GE Healthcare) desde los 20 hasta los 95 °C, con una velocidad de incremento de 90 °C /
hora; y los datos fueron procesados mediante VPViewer2000 DSC y Origin 7.0 (OriginLab,
Northampton, MA).

3.2.3 Ensayos de termofluorescencia diferencial (ThermoFluor®)

Esta técnica - también conocida como Differential Scanning Fluorimetry, DSF - se basa en
los mismos principios bioquimicos y biofisicos de la microcalorimetria diferencial de barrido
(DSC, 3.2.2), pero utiliza una molécula fluorescente para detectar la exposicidon de las regiones
hidrofébicas de la proteina a medida que la proteina se desplega y determinar asi la
temperatura de desnaturalizacion (T,,) [Cummings, Farnum, et al., 2006, Niesen, Berglund, et

al., 2007].

En nuestros ensayos de termofluorescencia diferencial la estabilidad térmica de la
trombina libre o inhibida como se describe mds abajo fue evaluada en placas transparentes de
96 pozos en un sistema iQ5 Real Time PCR (BioRad) registrando la fluorescencia a 545 nm del
fluoréforo SYPRO Orange (Invitrogen) en funcidn de la temperatura desde los 20 hasta los 95

°C, con incrementos de 0.5 °C/min.

En un tampoén de 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl se evaluaron muestras por
triplicado de 20 pl de trombina libre (1 uM) e inhibidas con diferentes relaciones molares (1:1,
1:5 y 1:10) de benzamidina, Hir-C, FPR y de FPR junto con Hir-C. Las muestras se incubaron a

temperatura ambiente por 30 minutos y posteriormente se les agregd una soluciéon de SYPRO
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Orange a una concentracién final de 10X. Se incluyeron controles experimentales sin enzima y
sin fluoréforo. Las placas fueron centrifugadas a 1,000 g y selladas con cinta adhesiva
transparente antes de iniciar el ensayo, para evitar distorsiones debidas por ejemplo a Ila

presencia de burbujas en la placa.

Las secuencias de los conectores interdominios del factor VIl de la coagulacién y del
dominio extracelular del receptor PAR1 humanos que fueron empleados en este trabajo junto a
algunas caracteristicas fisicoquimicas relevantes de los mismos se recogen en la Tabla 3.1. Los
fragmentos FVIII (330-372), FVIII (712-740) y FVIII (1649-1689), en adelante llamados de forma
simplificada FVIllal, FVIlla2 y FVIlla3, incluyen una cola de histidinas en el extremo N-terminal
que facilita su purificacién por cromatografia de afinidad, y un residuo de cisteina en el extremo
C-terminal para modificaciones posteriores. Mientras que los fragmentos PAR1 (37-102) y PAR1

(42-102), en adelante llamados PAR1, y PAR1s, incluyen la cola de histidinas en el extremo C-

terminal. Todos estos polipéptidos derivados de los sustratos de la trombina fueron obtenidos

por expresién recombinante en E. coli, como se detalla mas adelante.

FVillal ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMD  6402.7 4.51  0.233
(330-372) VVRFDDDNSPSFIQIRGSGC

FViila2 ASHHHHHHGDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPR 47269 5.75  1.261
(712-740) GSGC

FVilla3 ASHHHHHHGEITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDF  6284.5 4.54 0.474
(1649-1689)  DIYDEDENQSPRGSGC

PAR1, TLDPRSFLLRNPNDKYEPFWEDEEKNESGLTEYRLVSIN 8476.3 5.78  1.825
(37-102) KSSPLQKQLPAFISEDASGYLTSSWLTHHHHHH

PAR1s SFLLRNPNDKYEPFWEDEEKNESGLTEYRLVSINKSSPL  7893.6 5.78  1.960
(42-102) QKQLPAFISEDASGYLTSSWLTHHHHHH

Tabla 3.1 Secuencias y caracteristicas fisicoquimicas basicas de los fragmentos derivados del factor VIll humano
y del receptor PAR1 utilizados en el presente estudio. Las secuencias de polihistidinas no naturales afiadidas en el
extremo N-terminal en FVIIl y en el extremo C-terminal en PAR1 para facilitar la purificacidn se resaltan en cursiva.
Se incluye el peso molecular (P.,) expresado en daltons (Da), el punto isoeléctrico tedrico (pl) y la absorbancia
tedrica para una solucién de 1 g/l de la proteina pura a 280 nm (Abs 0.1%). Los parametros han sido calculados
utilizando las herramientas ProtParam del servidor de ExPASy (www.expasy.org/tools) [Wilkins, Gasteiger, et al.,
1999] y mediante mMass 3.9.0 [Strohalm, Hassman, et al., 2008].
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3.3.1 Caracteristicas esenciales de las cepas de Escherichia coli empleadas

Para la expresién recombinante de los fragmentos al, a2 y a3 del factor VIl y de las dos
variantes del dominio extracelular del receptor PAR1 humanos se utilizaron diferentes cepas
competentes de E. coli, todas ellas One Shot® de Invitrogen: BL21(DE3), BL21(DE3) pLysS y BL21
Star™ (DE3) pLysS. Estas tres cepas son resistentes a la ampicilina. Adema3s, las cepas BL21(DE3)
pLysS y BL21 Star™ (DE3) pLysS contienen el marcador Cam", qgue les confiere resistencia a
cloranfenicol. Para mantener la viabilidad de las células, estas se almacenan a -70°C hasta el

momento previo a su utilizacion.

La cepa BL21(DE3) se recomienda para los sistemas de expresién basados en el
promotor del bacteriéfago T7, que son inducibles por IPTG. Es portadora del liségeno DE3, y
adecuada para la sobre-expresién de proteinas no tdxicas para E. coli. La cepa BL21(DE3) pLysS
deriva de la anterior; el pldsmido pLysS codifica para la lisozima de T7, un inhibidor de la
polimerasa de T7 que elimina casi completamente la expresion a nivel basal del gen de interés
antes de la induccion. Por tanto, esta cepa es apropiada para la expresion heteréloga de
proteinas toxicas. Finalmente, la cepa BL21Star™ (DE3) pLysS se deriva también de la primera, y
estd especialmente disenada para mejorar el rendimiento de sistemas de expresion de
proteinas basados en el promotor del bacteriéfago T7. Esta cepa contiene una mutacién en el
gen que codifica para la ARNasa E (rnel31), que es una de las principales responsables de la
degradacion del ARNm. Por esta razén, la estabilidad de los trascritos de ARNm aumenta
significativamente en las células BL21Star™ (DE3), favoreciendo asi la expresion de los vectores

bajo el promotor T7.

3.3.2 Plasmidos de expresion

Los plasmidos para la expresion de los dominios del FVIII y de PAR1 fueron preparados
por la compania Entelechon GmbH (Regensburg, Alemania; www.entelechon.com). Los

conectores interdominios FVIllal, FVIlla2 y FVIlla3, asi como las variantes del dominio
extracelular PAR1, y PAR1s (ver Tablas 3.1 y 3.2) fueron clonados en la regién del promotor T7,

entre los sitios de restriccion Ndel y BamHI del vector de clonacién pET-3a (Anexo 4), el cual

contiene el marcador bla (Ap) que confiere resistencia a la ampicilina.
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catatgGCAagccatcaccaccatcatcacccggaagaaccacagetgegtatgaaaaacaacgaggaageggaa
FVillal gactacgatgatgacctgaccgactctgagatggacgtagttcgcttcgatgacgataactctccgtecttcatccagat
tcgtggatccggcTGCtaa

EVIlla2 catatgGCAtctcaccatcaccatcaccatggtgacaaaaacaccggtgactactatgaggactcctacgaagacat
ctctgcttacctgectgagcaaaaacaacgcaattgaaccgegtggatecggcTGCtaa
catatgGCTtctcaccatcaccatcatcacggtgaaatcacccgtactactctgeagtctgaccaggaagaaatcgac

FVllia3 tatgatgacaccatcagcgttgagatgaaaaaagaagacttcgacatctacgatgaggatgaaaaccagtctcecgeg

tggatccggcTGCtaa

catatgACTttggaccctagatcctttctactgcgtaacccaaatgacaaatacgaaccgttctgggaggacgaaga
PARL, gaagaatgaaagcggtctgaccgaataccgactcgtgtcgataaacaaaagetcteccttacagaagcaactteegg
cgtttattagcgaagatgctagtggttatctgacgagttcatggcetgacacatcaccatcaccatCATtaaggatec

catatgTCCtttctgttgcgtaatcccaatgacaaatacgagecgtittgggaagatgaggagaaaaacgaatctgga
PAR1; ctgacagagtataggctggtaagcattaacaaatcgagtcctcttcaaaagcagttaccggcegtttatctccgaagatg
ccagcggttatctcactagctcatggctaacccaccatcatcaccatCATtaaggatcc

Tabla 3.2 Secuencias de nucleétidos clonadas en los plasmidos de expresidn para la producciéon recombinante de
los fragmentos de interés descritos en la tabla 3.1. En los extremos 5" y 3" de las secuencias presentadas se
subraya la region de nucleétidos reconocidos por las endonucleasa Ndel y BamHI, respectivamente. En mayusculas
y negrita, se indican los tripletes correspondientes para el primer y ultimo residuo de cada fragmento
recombinante; y en letra itdlica se resalta el codén de terminacion. En el Anexo 4 se adjunta el mapa del vector
pET-3a, en el que fueron clonados estos genes sintéticos.

3.3.3 Transformacion de células competentes

En todos los casos la transformacion de células competentes con los plasmidos de

expresion se llevé a cabo mediante choque térmico siguiendo el siguiente protocolo:

1. Descongelar las células lentamente en un bafio de hielo.

2. Afadir asépticamente 10 ng de ADN a las células y agitar suavemente. (En campana de
esterilidad biolégica o, en su defecto, en el entorno de una llama).

Incubar las células durante 30 minutos en hielo.

Seguidamente, incubar a 42 °C durante 45 segundos.

Colocar las bacterias nuevamente en el bano de hielo, durante al menos 2 minutos.

e W S W

Afadir 250 pl de medio SOC (ver composicion en la lista de reactivos en el Anexo 5),
previamente calentado a 37 °C.

7. Incubar las células durante 1 hora a 37 °C con agitacion constante a 225 rpm.

8. Centrifugar suavemente el vial de células durante 1 minuto a 3500 rpm, y resuspender
mediante agitacion suave el pellet en 50 pl de medio SOC.

9. Extender sobre una placa Petri con LB/agar y los antibiéticos adecuados los 50 pl de la
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reaccion de transformacion (ver Anexo 5), y dejar incubando toda la noche a 37 °C con las

placas boca abajo.

A lo largo de esta investigacion, en todos los medios se emplearon antibidticos a las
concentraciones de 100 pg/ml de ampicilina (todas las cepas) y 34 ug/ml de cloranfenicol

(adicionalmente, para las células BL21(DE3) pLysS y BL21 Star™ (DE3) pLysS).

3.3.4 Precultivos y obtencion de glicerolados

El protocolo seguido para crecer los cultivos bacterianos con el objetivo de

sobreexpresar las proteinas recombinantes de interés es el que se detalla a continuacion:

1. Escoger una Unica colonia de la placa Petri de transformacidon con una punta estéril. Utilizar
preferiblemente colonias frescas (menos de una semana desde la transformacion).

2. Sumergir la punta asépticamente en 50 ml de medio LB conteniendo los antibidticos
correspondientes.

3. Dejar crecer el cultivo durante la noche a 37 °C con agitacién constante a 225 rpm.

4. Al dia siguiente proceder con la preparacidon de glicerolados (paso 4.1) y/o la expresién de la
proteina recombinante (epigrafe 3.3.5).

4.1 La preparacion de glicerolados de un cultivo bacteriano permite garantizar la disponibilidad
de un respaldo (stock) de bacterias transformadas con los plasmidos de interés. Con este
objetivo se toman alicuotas de 0.5 ml del precultivo, a las cuales se les afiade el mismo
volumen de 30% glicerol en LB, previamente autoclavado. Se mezcla suavemente el cultivo
bacteriano con el glicerol afiadido, y se introducen los viales rapidamente en nitrégeno
liquido. Las alicuotas se almacenan a -80 °C hasta su uso posterior.

4.2 Para preparar un precultivo a partir de las células congeladas, se deja descongelar un vial de
glicerolado bacteriano a temperatura ambiente y se inocula su contenido en 50 ml de medio
LB previamente autoclavado con el/los antibidticos correspondientes. Posteriormente se

procede igual que con un precultivo crecido a partir de una colonia transformada.

3.3.5 Expresion a gran escala

Para cultivos de mayor volumen se procedid como sigue a partir de los precultivos

obtenidos como se indica en el epigrafe anterior:

1. Inocular los 50 ml del precultivo en 2 litros de medio LB con los antibidticos correspondientes,

en un matraz de 5 litros previamente autoclavado.
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2. Incubar el cultivo bacteriano a 37 °C con agitacién constante a 225 rpm hasta que la
absorbancia a 600 nm (Agy) se encuentre en el rango 0.4-0.8 (inicio de la fase exponencial de
crecimiento). Como blanco para la medida de la Agyo Se emplea el propio medio LB.

3. Inducir la expresidn de la proteina recombinante mediante la adicidn de IPTG a una
concentraciéon final de 0.1-1.0 mM. Para la expresion de los dominios de interés, en este
trabajo se utilizd una concentracién intermedia de 0.55 mM.

4. Incubar a 37 °C durante 6 horas con agitacién constante a 225 rpm, para permitir una correcta
aireacién del cultivo.

5. Centrifugar las células cultivadas a un maximo de 4500 g durante 20 minutos, y congelar el

sedimento obtenido a -20 °C.

3.3.5.1 Expresion a gran escala en medio minimo para el marcaje con *>C y °N del

fragmento recombinante FVIlial

Para obtener el FVIllal marcado para los ensayos de RMN (epigrafe 3.7), el fragmento
recombinante se sobreexpresd en cepas de E. coli pLysS en medio minimo M9 suplementado
con cloruro de amonio-°N, como Unica fuente de nitrégeno y/o **C D-glucosa, como Unica
fuente de carbono (ver Anexo 5). En este caso, el precultivo se obtiene de la misma forma que
para un precultivo en medio LB (epigrafe 3.3.4) y la expresién a gran escala como se indica a

continuacion:

1. Centrifugar los 50 ml de precultivo obtenido a 3000 g durante 20 minutos y a 4°C.

2. Resuspender el pellet de células en 20 ml de medio minimo M9 (ver Anexo 5).

3. Inocular los 20 ml de células en 1 litro de medio minimo M9 suplementado con cloruro de
amonio-"N y/o **C D-glucosa, y con los antibidticos correspondientes, en un matraz de 5 litros
previamente autoclavado.

4. Incubar a 37 °C con agitacidon constante a 225 rpm hasta que la absorbancia a 600 nm se
encuentre en el rango 0.6-0.8. Como blanco para la medida de la Agy se emplea el propio
medio minimo M9.

5. Inducir la expresidn de la proteina recombinante mediante la adicidn de IPTG a una
concentracion final de 0.55 mM IPTG.

6. Incubar a 37 °C durante 6 horas con agitacidon constante a 225 rpm, para permitir una correcta
aireacion del cultivo.

7. Centrifugar las células cultivadas a un maximo de 4500 g durante 20 minutos, y congelar el

sedimento obtenido a -20 °C.
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La mutagénesis dirigida es una técnica que permite generar cambios en una secuencia

nucleotidica de doble cadena, en nuestro caso mutaciones puntuales en el ADNc que codifica
para fragmentos de los sustratos de la trombina, FVIIl y PAR1. El procedimiento empleado
consiste esencialmente en una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que emplea el vector
plasmidico como ADN molde y dos oligonucledtidos cebadores sintéticos que contienen la
mutacién deseada aproximadamente en mitad de su secuencia. Mediante la reaccidn de PCR se
amplifica una nueva hebra de plasmido que contiene la mutacién deseada. Posteriormente se
elimina el plasmido silvestre mediante la incubacion con la endonucleasa Dpn I, la cual es
especifica para el ADN metilado. De esta forma, sélo los pldsmidos sintetizados mediante PCR

se conservan intactos, mientras que el plasmido de partida es degradado.

Los oligonucledtidos cebadores se disefiaron teniendo en cuenta que tanto el cebador 5'
a 3' (sense) como el cebador 3' a 5' (antisense) han de codificar la misma mutacidn. La longitud
de los cebadores ha de encontrarse entre las 25 y las 45 bases, ya que cebadores mas pequefios
podrian unirse de forma inespecifica al ADN, mientras que oligonucledtidos mas largos podrian
contener elementos de estructura secundaria que dificultarian la reaccién de mutagénesis.
Ademas, la temperatura de hibridacion de los cebadores al ADN molde, Ty, ha de ser mayor o

igual a 78 °C. La Tpyr se calcula segun la féormula:
Thyor = 81.5 +0.41 x (%GC) - 675/N - % mismatch

donde N es el nimero de bases del cebador, %GC es un niumero entero que corresponde al
porcentaje de guaninas y citosinas en el cebador, y que es aconsejable que sea igual o superior
al 40%. El % mismatch es otro numero entero que corresponde al nimero de bases del cebador
gue no se aparean con el ADN molde respecto al nUmero total de bases del mismo. Atendiendo

a estas restricciones, se disefaron los cebadores cuyas secuencias se recogen en la tabla 3.3.

La sintesis de los cebadores (50 nmoles de cada uno, purificados mediante HPLC) fue
solicitada a Invitrogen (www.invitrogen.com). A partir del producto liofilizado recibido, se
prepararon disoluciones madre de los cebadores a una concentracion de 2 pg/ul en agua

bidestilada, y a partir de éstas las disoluciones de trabajo (a 20 ng/ul).
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FVillal
R372Q

FVillal
G373P

FViila3
R1689A

PAR1,
R42Q

PAR1,
S43P

5'>3'
3'>5'
5'—>3'
3'>5!
5'—>3'
3'>5'
5'>3'
3'>5'
5'>3'

3'>5'

cgtccttcatccagattCAGggatccggctgctaacaaag
gcaggaagtaggtctaaGTCcctaggccgacgattgttte
gtccttcatccagattcaGCCatccggctgctaacaaag
caggaagtaggtctaagtCGGtaggccgacgattgtttce
gaaaaccagtctccgCAGggatccggctgctaac
cttttggtcagaggcGTCcctaggccgacgattg
gatatacatatgactttggaccctCAAtcctttctactgcgtaaccce
ctatatgtatactgaaacctgggaGTTaggaaagatgacgcattggg
catatgactttggaccctcaaCCCtttctactgcgtaac

gtatactgaaacctgggagttGGGaaagatgacgcattyg

81.2

79.0

78.7

79.4

79.5

Tabla 3.3 Relacion de cebadores disefiados para la mutagénesis dirigida del FVillal, FVilla3 y PAR1,.

La reaccion de PCR se realizd siguiendo el procedimiento recomendado en el kit

empleado, QuikChange Lightning Site-directed Mutagenesis (Agilent Technologies).

Se

realizaron dos reacciones para cada mutante, empleando 10 ng y 50 ng del ADN molde. A

continuacién se recoge el protocolo para la reaccién realizada usando 50 ng del pldsmido

molde. En un tubo Eppendorf de 0.2 ml se mezclan:

5 ul de 10x tampdn de reaccién (kit)

5 ul (50 ng) del plasmido molde

6.25 pl (125 ng) del cebador sense (20 ng/ul)

6.25 pl (125 ng) del cebador antisense (20 ng/ul)

1 ul de la mezcla de nucledtidos

1.5 pl del reactivo QuikSolution

ddH,0 hasta un volumen final de 50 pl

A esta mezcla finalmente se le anade

1 pl de polimerasa de ADN QuikChange Lightning-PfuUltra HF (2.5 U/ul)

Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador MultiGene Mini (Labnet), con los

siguientes parametros:
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Segmento N2 ciclos T(°C) Tiempo
1 1 95 2 min
95 20s
2 16 60 10s
68 2.5 min
3 1 68 5 min
4 - 4 oo

Tras las reacciones de PCR, se procedié a eliminar el ADN molde afiadiendo 2 pl de la
enzima de restriccion Dpn | (10 U/ul) directamente a cada tubo de reaccidn vy, tras agitar
suavemente se incubaron durante 5 min a 37 °C. Posteriormente, se transformaron células
supercompetentes XL10-Gold (Agilent Technologies) siguiendo el protocolo indicado
anteriormente (epigrafe 3.3.3). Las células transformadas se extendieron en condiciones
asépticas sobre una placa de LB-agar conteniendo 100 pg/ml de ampicilina y 34 pg/ml de

cloranfenicol.

3.4.1 Secuenciacion del ADN

Para comprobar la secuencia del ADN mutado, se crecieron overnight cultivos a partir de
colonias aisladas de las células XL10-Gold en 10 ml de LB-ampicilina-cloranfenicol. Se
recogieron las bacterias por centrifugacion a 3000 g y se extrajo el ADN utilizando el kit de
purificacién Wizard® Plus SV Minipreps de Promega, siguiendo el protocolo sugerido por el

fabricante.

La secuencia del ADN mutado se comprobd utilizando un cebador que se une al
promotor T7 incluido en el plasmido de expresidn (ver mapa del plasmido en el Anexo 4) en el

servicio de secuenciacién de ADN del CRAG-IRTA-CSIC, a cargo de la Dra. Mercé Miquel.

3.5.1 Lisis celular

La extraccién de las proteinas sobreexpresadas en Escherichia coli se realizd mediante

lisis celular por congelacion/descongelacidon o por medio de detergentes, siendo éste ultimo el
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procedimiento preferido. A continuacidon se describen los protocolos seguidos en cada caso

(ajustados a 2 | de cultivo).

3.5.1.1 Lisis por congelaciéon/descongelacion

1. Descongelar a temperatura ambiente el sedimento celular obtenido tras la expresion.

2. Resuspender el sedimento en 70 ml de tampdn de lisis (ver composicién de tampones en el
Anexo 5) conteniendo 10 uM PMSF. Una vez bien resuspendidas las células, afiadir ADNasa |
a una concentracion final de 0.5 pg/mly MgCl, a 20 mM.

3. Agitar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

4, Romper las células con dos ciclos de congelacion en un bafio de N, liquido y descongelacién
en un bafio de agua a 37 °C con ultrasonicacién durante 25 segundos a un 50% de la

potencia total y empleando una punta plana.
3.5.1.2 Lisis quimica con detergentes

1. Resuspender las células congeladas en 50 ml de B-PER (Thermo Scientific) con 1 mM PMSF.
Una vez bien resuspendidas, afiadir ADNasa | a una concentracion final de 0.5 pg/ml, MgCl, a
20 mMy 1 mM de B-mercaptoetanol.

2. Agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

3. Centrifugar a 13000 g durante 20 minutos a 4 °C.

Tomar muestras tanto del sobrenadante como del sedimento para su posterior analisis
por electroforesis. Los fragmentos FVlllal, FVIlla3 y una proporcién de PAR1, humano
sobreexpresados de forma heterdloga en este trabajo se obtuvieron de forma soluble, y se
extraen principalmente en el sobrenadante, que se recoge para la subsiguiente purificacidon de
las proteinas recombinantes, mientras que el sedimento se desecha. Los fragmentos FVIlla2,
PAR1, y PAR1s requirieron pasos adicionales de extraccién con 2 o 4 M de urea a partir del

sedimento debido a su poca solubilidad en B-PER.

3.5.2 Purificacion por cromatografia de afinidad

La purificacion de los fragmentos recombinantes del FVIIl y de PAR1 se realizd
directamente de los sobrenadantes extraidos en el paso anterior utilizando resinas
cromatograficas. Este paso de purificacion se basa en la interaccion del i6n Ni?* unido a una

matriz especifica con las colas de seis histidinas consecutivas situadas en los extremos
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terminales de las proteinas recombinantes (ver Figura 3.2). La purificacién de estos dominios
del factor VIl y PAR1 humano obtenidos de forma recombinante se realizé tanto en batch

como utilizando un equipo de FPLC, como se describe a continuacion.

SUSSSSRSSRSRRNNN

Figura 3.2 Representacidon esquematica de las interacciones en las que se basa la cromatografia de afinidad por
cationes Ni’*. El 4cido nitrilotriacético (NTA) es un agente quelante que ocupa cuatro de las seis posiciones de
coordinacion del ién Ni**, dejando dos sitios libres de unidn que coordinan al N-3 de dos histidinas adyacentes de
la cola de 6 histidinas del extremo terminal de los fragmentos recombinantes. Figura extraida del manual The
QIlAexpressionist, 52 Edicién, Junio 2006, de QIAGEN.

3.5.2.1 Purificacion en batch utilizando resina de afinidad Ni-NTA agarosa

La purificacidén en batch, que se realiza incubando la resina de afinidad con la disolucién
de proteinas que se pretende purificar, es un procedimiento rapido y efectivo. El protocolo

empleado en nuestro caso consta de los siguientes pasos:

1. Anadir al sobrenadante resultante de la extraccion de proteinas de E. coli (epigrafe 3.5.1) la
matriz de Ni-NTA acoplado a agarosa (Qiagen), previamente equilibrada en el tampdn de
equilibrado (ver relacién de tampones utilizados, Anexo 5). Se emplea una proporcién de 1 ml
de resina por 50 ml de sobrenadante del extracto celular que contiene la proteina heteréloga,
correspondiente a 2 | de cultivo bacteriano. La resina se incuba a 4 °C durante 3-4 horas con
agitacién suave y constante en un agitador orbital.

2. A continuacidn, transvasar la suspension de resina en una columna vacia provista de un filtro en
el extremo inferior, y recoger la fraccién excluida. Esta fraccidn contiene las proteinas que no se
han unido a la resina, y por tanto se denomina también fraccion NB, del inglés non-bound).

3. Lavar la resina depositada sobre el filtro con 5 voliumenes de tampdn de equilibrado, y recoger
la fraccion saliente (fraccion de lavado).

4. Finalmente, eluir el material unido de forma especifica a la resina mediante el lavado de la
misma con tampon de elucidn (ver tabla de tampones) que contiene cantidades crecientes de

imidazol (hasta 500 mM).
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Se toman muestras de cada uno de los pasos para su evaluacién posterior por

electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot (epigrafe 3.6.3).
3.5.2.2 Purificacion mediante cromatografia FPLC de afinidad

Como alternativa a la purificacién en batch, y con el objetivo de lograr una mayor pureza
de las proteinas recombinantes, también se utiliz6 un sistema de FPLC (del inglés: fast-
performance liquid chromatography) para la purificacién por afinidad del conector FVIllal y sus
mutantes puntuales. En este caso, la resina de afinidad Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE
Healthcare) se encuentra empaquetada en columnas HisTrap™ FF (GE Healthcare) de 1 6 5 ml.
La cromatografia se realizdé empleando un cromatégrafo Akta Explorer (GE) siguiendo el

protocolo que se detalla a continuacion.

1. Centrifugar durante 20 minutos el sobrenadante de la extraccion a 15000 g
(aproximadamente 50 ml), y dializar a 4 °C frente a 4 litros de tampdn de equilibrado en
presencia del inhibidor de proteasa PSMF (10 uM). Realizar tres cambios de tampdn en un
periodo de 24 horas.

2. Centrifugar el sobrenadante dializado a 13000 g durante 30 minutos a 4 °C, para eliminar
proteinas que puedan haberse desnaturalizado y precipitado.

3. Cargar la muestra clarificada en el paso anterior en la columna de cromatografia, previamente
equilibrada con el tampdn de equilibrado, utilizando para ello un superloop de 50 ml. El
superloop facilita el manejo de grandes voliumenes de muestra y permite la automatizacién de
este paso, de manera que a partir de este punto se puede programar la purificacidn,
empleando el programa Unicorn (GE Healthcare).

4. Una vez cargada la muestra, pasar al menos 5 volimenes de columna de tampdn de
equilibrado para eliminar las proteinas que se hayan quedado adheridas a la resina
inespecificamente.

5. Aplicar posteriormente un gradiente de 0 a 70% de tampdn de elucién (ver Anexo 5). La
cromatografia se supervisa registrando la absorbancia a 280 y 256 nm. Si el equipo se
encuentra acoplado a un colector automatico de fracciones como el Frac-950 (GE), las
diferentes fracciones se recolectan automaticamente. Si no es asi, se pueden recoger las

proteinas eluidas manualmente de manera directa de la salida del cromatdgrafo.

Como en el caso de la purificacién en batch, se toman muestras de cada una de las
fracciones (non-bound, lavados y fracciones de elucidn) para ser analizadas mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida.
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3.6.1 Digestion enzimatica y analisis por espectrometria de masas

La autenticidad y pureza de los fragmentos recombinantes del FVIII y del PAR1 humano
purificados como se describe mds arriba, se comprobaron mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF/TOF) con dos estrategias de confirmacién. En la primera se evaluaron las masas de
cada uno de los fragmentos recombinantes sin digerir, y en la segunda estrategia, para andlisis
mas detallados, se incubaron 20 ug de cada fragmento recombinante del FVIII con 0.4 ug de
tripsina 6 0.67 pg de de Asp-N en un volumen final de 50 pl, a 37 °C por 8 horas en el tampdn
de digestidn indicado por el fabricante (ver Anexo 5). En el caso del PAR1, se digirieron 20 ug de
cada variante sobreexpresada con 0.4 pg de Glu-C, a 25 °C por 8 horas, en un volumen final de
50 ul en el tampdn respectivo (Anexo 5). Las reacciones catalizadas por las proteinasas serinicas
tripsina y Glu-C, se detuvieron con una concentracion final de 1 mM de PMSF, mientras que las
digestiones con la endoproteinasa Asp-N, una metaloproteasa que hidroliza los enlaces Xxx-

Asp/Cys, se detuvieron con 20 mM EDTA.

Tanto los fragmentos recombinantes del FVIII y de PAR1 sin digerir, como los péptidos
obtenidos tras las digestiones correspondientes se analizaron mediante espectrometria de
masas utilizando un espectrémetro Autoflex Il. Se mezclaron 2 ul de la muestra a analizar sobre
una matriz de acido «-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) a 0.3 mg/ml en etanol:acetona (2:1) para
péptidos pequeiios, o de acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) a 50 mM en acetona:ACN:H,O
(1:1:1) para péptidos de un peso molecular superior a 3000 Da en un tubo Eppendorf. La mezcla
se aplico sobre una placa MALDI (AnchorChip 384, Bruker) y se dejé evaporar para conseguir su
cristalizacién, antes de ser introducida en el espectrémetro. Los espectros se procesaron con

FlexControl y FlexAnalysis 2.0 (Bruker GmbH, Bremen, Alemania).

3.6.2 Determinacion de la concentracién de proteinas

Las proteinas absorben la luz ultravioleta con maximos alrededor de 200 y 280 nm. Los
enlaces peptidicos son los principales responsables del pico de absorcién a 200 nm, y los
aminodcidos con anillos aromaticos son los que contribuyen esencialmente al segundo maximo
de absorbancia [Pace, Vajdos, et al., 1995]. La determinacién de la concentracion de proteinas a

partir de su absorbancia a 280 nm es un método rdpido (no es necesario preparar patrones de
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proteina ni curvas estandar), y adecuado cuando se dispone de disoluciones de proteina de
elevada pureza, como son en nuestro caso las proteinas recombinantes purificadas por
cromatografia de afinidad. La relacidn entre la absorbancia y la concentracion de proteina es

lineal en un amplio rango de concentraciones, y se determina mediante la ley de Lambert-Beer:

A=ccl

donde A es la absorbancia a una determinada longitud de onda, ¢ es el coeficiente de absorcidn
molar, expresado en Miem?, y | es el paso de luz (longitud que recorre la luz a través del
material absorbente), expresado en cm. Las concentraciones de las proteinas empleadas en el
presente estudio se determinaron generalmente a partir de la absorbancia de sus disoluciones

acuosas a 280 nm.

La absorbancia se midié empleando un espectrofotémetro UV-Vis Cary 100 Bio (Varian),
de doble haz, en microcubetas de 100 ul de cuarzo (Hellma) con un paso de luz de 1 cm, o bien
un espectrofotémetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). En la cubeta de referencia se
coloca el blanco, que corresponde al tampdn en el que se encuentra la proteina, y en la de
medida se coloca la proteina a una dilucidn apropiada. Con el valor de absorbancia obtenido a
280 nm, se calcula la concentracidon teniendo en cuenta el coeficiente de extincién molar
conocido (por ejemplo, en el caso de la trombina, 6.7 x 10* M'em™ 6 & 1 280nm = 18.3, seguin
las indicaciones del proveedor). En el caso de los fragmentos recombinantes generados en este
trabajo, se utilizd el coeficiente de extincion molar tedrico calculado segun la herramienta

ProtParam de Expasy (http://web.expasy.org/protparam/) [Gasteiger, Gattiker, et al., 2003].

Si bien la concentracién deseada se puede calcular directamente a partir del valor de
Ays0 nm (0 una longitud de onda cercana), es aconsejable registrar un espectro UV (por ejemplo,
entre 200 nm y 310 nm), para verificar que el mismo corresponde al de una proteina bien
plegada, y excluir por ejemplo distorsiones debidas a la presencia de sustancias que absorben a
longitudes de onda cercanas (por ejemplo, ADN o ARN, que tienen mdaximos de absorbancia a

260 nm).
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3.6.3 Electroforesis de proteinas

3.6.3.1 Electroforesis en geles desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sdédico (SDS-PAGE),
permite separar las proteinas de acuerdo con su movilidad electroforética (la cual es funcion
del tamafio de las mismas) dentro de un gel compuesto por un entramado de acrilamida y
bisacrilamida polimerizada, y es la técnica mas usada para verificar la pureza de las proteinas

recombinantes producidas.

Para resolver proteinas de un peso molecular relativamente bajo, como son los
fragmentos del FVIII y de PAR1, se utilizaron geles de 12-15% (p/v) de poliacrilamida en un
tampdn Tris-tricina, especialmente indicados para la resolucion de proteinas de peso molecular
inferior a 30 kDa [Schagger, 2006, Schagger, 1987]. Estos geles se componen de dos fases, en la
parte superior se encuentra el gel apilador, que incluye los pocillos de aplicacion de las
muestras, y que permite concentrar las proteinas antes de alcanzar al gel separador. En la parte
inferior se situa un gel separador, de unos 5 cm de longitud, y el cual permite la separacién de

los péptidos por su tamaifio. La composicion de los geles se recoge en el Anexo 5.

Las proteinas analizadas por SDS-PAGE son previamente desnaturalizadas y cargadas de
forma homogénea, de manera que migran a través del gel Unicamente en funcion de su
tamafio. Para ello, las muestras se tratan con el tampdn de muestra, que contiene un 2% (p/v)
del detergente idnico, SDS (ver lista de tampones), y se calientan a 95 °C durante 10 minutos en
un bloque térmico, de manera que se asegure la completa desnaturalizacion de todas las
proteinas. El tampdén de muestra incluye ademds el colorante azul de bromofenol, lo que
permite seguir el frente de avance de la electroforesis. El tampdn de muestra puede incluir o
no, segun se desea, un agente reductor, cominmente 2% (p/v) de DTT o 2-5% (v/v) de B-

mercaptoetanol, con objeto de reducir los puentes disulfuro de las proteinas.

Los geles se montan en el sistema de electroforesis Mini Protean 3 (BioRad), y se realiza
la electroforesis utilizando los tampones correspondientes (ver tabla de tampones; notar que
para el sistema de Tris-tricina los tampones del anodo y el cdtodo son diferentes).
Normalmente se cargan entre 1 y 10 ug de proteina por cada carril, con los volimenes de

muestra ajustados al mismo valor, usualmente 30 ul. En uno de los pocillos se aplican 7 ul de un
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patrén estdndar de peso molecular Novex Sharp (Invitrogen) para facilitar la identificacion de
las proteinas analizadas. Una vez cargadas todas las muestras se cierra el sistema y se aplica un
potencial inicial de 80 V hasta que el frente de electroforesis pasa al gel separador; a partir de
ese momento se puede aumentar el voltaje a 100-120 V. El tiempo de electroforesis es

generalmente de 2 horas.

3.6.3.2 Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida y experimentos de

desplazamiento de banda (band shift)

La electroforesis en geles de poliacrilamida que no contienen ni detergentes idnicos
desnaturalizantes como el SDS ni agentes reductores (DTT, B-mercaptoetanol) se emplearon en
este trabajo para estudiar la formacién de complejos de la trombina con los fragmentos del
FVIII y de PAR1. Se utilizaron dos sistemas principalmente, dependiendo del pH de trabajo
deseado. El primero, y mas cominmente usado, reproduce basicamente el sistema de Tris-
glicina de Laemmli [Laemmli, 1970], (pH del gel separador: 8.5), pero excluyendo légicamente
el SDS y los agentes reductores de todas las soluciones. De forma alternativa, se utilizd el
sistema HEPES/imidazol [McLellan, 1982], el cual permite estudiar las interacciones a un pH
mas fisioldgico (7.4). En ambos casos, el porcentaje de acrilamida en los geles es menor [10%
(p/Vv)], para facilitar la migracién de las proteinas a través del enrejado del gel. (Esta migracion
ocurre mucho mas lentamente que en condiciones desnaturalizantes, ya que las proteinas
migran en funcidn de su carga intrinseca a un pH dado y de su radio hidrodindmico. Por esta
razén, la duracién de la electroforesis es de unas 4-6 horas). Se utilizaron tanto geles con fase
apiladora y separadora como geles Unicamente separadores. La composicién de los geles

empleados se recoge en el Anexo 5.

Para la preparacion de la muestra, en este caso se afiade Unicamente un tampon de
muestra que contiene azul de bromofenol, para seguir el frente de la electroforesis, y con un
10% (v/v) glicerol, que facilita el asentamiento de las proteinas en el fondo del pocillo. Es
importante recordar que las muestras no se calientan, ya que esto provocaria la
desnaturalizacién de las proteinas. El montaje es el mismo que en el caso de SDS-PAGE, pero en

este caso se emplea el mismo tampdn tanto para el anodo como para el catodo (ver Anexo 5).

Para los ensayos de band shift se afadié una cantidad fija de trombina humana

(normalmente, 5 pg) a cantidades variables de los fragmentos recombinantes del FVIII y del
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PAR1. Alicuotas de trombina y de estos fragmentos solos se aplicaron en los pocillos situados
en los extremos del gel para comparar posteriormente la variacidn en las distancias migradas
por las proteinas respectivas. En los pocillos intermedios, la relacion molar entre trombina y

péptido varid segun se indica:

+ fragmento - fragmento
recombinante recombinante
el

1:0 10:1 5:1 2:1 1:1 0.5:1 0:1

Los distintos complejos se prepararon en el tampdn Tris-glicina (pH 8.0) 6 HEPES/NaCl
(pH 7.4) (ver Anexo 5), en presencia de 1.5 mM de CaCl, y en un volumen final de 30 pl por
reaccion. Los complejos se incubaron a 25 °C durante 20-30 minutos y se cargaron en un gel de
poliacrilamida nativo, como se indica en el apartado anterior. Al inicio, para favorecer la
entrada de las muestras en el gel, se aplicd una diferencia de potencial de 80 V, que luego se

elevd a 120-140 V.

3.6.3.3 Tincion de los geles

Las bandas correspondientes a las proteinas se pueden visualizar directamente en el gel
mediante tincidon con azul de Coomassie o con plata. La tincién con azul de Coomassie permite
detectar tedricamente cantidades minimas de unos 50-100 ng de proteina [Merril, 1998]. En
esta técnica, el gel se tifie en agitacion constante durante 20 minutos con la disolucién de
tincion (ver tabla de disoluciones del Anexo 5) a temperatura ambiente. Seguidamente se
elimina la disolucion de tincién y se destifie en dos pasos, utilizando primero la disolucién de
destefiido | (Anexo 5) durante 1 hora y agitacion constante a temperatura ambiente.
Posteriormente, se transfiere el gel a la solucién de destefiido Il, con agitacidn continua, hasta

gue sélo queden visibles las bandas de proteina sobre un fondo transparente.

La tincidn con plata es hasta 100 veces mas sensible que la anterior [Switzer, Merril, et
al., 1979], aunque el procedimiento es considerablemente mds laborioso y comprende los

siguientes pasos:

1. Fijar las proteinas en el gel incubandolo en la disolucion de fijacién durante al menos 10 min.

2. Lavar el gel durante 20 minutos con 40% (v/v) de etanol, para eliminar el acido acético
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presente en la solucién de fijacidn, y evitar asi que se forme acetato de plata.

3. Lavar el gel durante 20 minutos con agua bidestilada.

4. Incubar el gel en una disolucion al 0.5% (p/v) de tiosulfato de sodio (Na,S,0;) durante 1
minuto para aumentar la sensibilidad y el contraste de la tincién.

5. Eliminar la disolucién sensibilizadora y lavar durante 1 minuto dos veces con agua bidestilada.

6. Incubar durante 20 min el gel en una disolucién de nitrato de plata al 2.5%. Los iones de plata
tienen alta afinidad por los grupos sulfidrilos (-SH) de las cisteinas presentes en las proteinas.

7. Eliminar la disolucién de tincién y lavar durante 1 minuto con agua bidestilada.

8. Revelar el gel con la disolucién de revelado, dejando incubar en agitacién durante 4-15
minutos hasta que aparezcan las bandas correspondientes a las proteinas, por reduccidn de
los iones Ag" a plata metilica.

9. La reaccion de reduccion se detiene colocando el gel en la disolucién fijadora.

3.6.4 Inmunodeteccion de proteinas (Western blotting)

Esta técnica permite la deteccién de proteinas inmovilizadas sobre una membrana
sintética empleando un anticuerpo que reconoce especificamente la proteina estudiada
(anticuerpo primario). A continuacidn, se incuba la membrana con un anticuerpo dirigido
contra este (anticuerpo secundario), y que esté acoplado a su vez a la enzima HRP (peroxidasa
de rabano). La HRP es capaz de oxidar sustratos cromogénicos, provocando una reaccion
quimioluminiscente gracias a la cual se detectan los complejos antigeno-anticuerpo sobre la
membrana, y con ello la(s) banda(s) correspondiente(s) a la proteina que presenta el antigeno
especifico. En nuestro caso, la técnica se empled para seguir el curso de las purificaciones de los
fragmentos recombinantes de FVIII y PAR1; el antigeno detectado es la cola de seis histidinas
consecutivas que presentan estos fragmentos en sus extremos N- o C-terminales,
respectivamente (ver epigrafe 3.3). Como anticuerpo primario se utilizé el anticuerpo
monoclonal de ratéon anti-His (GE Healthcare), y como anticuerpo secundario el anticuerpo

policlonal anti-conejo acoplado a HRP (Dako).

El protocolo seguido fue el siguiente:
1. Las proteinas se separan por SDS-PAGE, como se describe en el epigrafe 3.6.3.
2. Seguidamente, las proteinas se transfieren a una membrana sintética de nitrocelulosa o PVDF,

empleando el sistema Mini Trans-blot cell (BioRad). Para ello se prepara un "sandwich" en el

que el gel de poliacrilamida que contiene las proteinas esta en contacto con la membrana (ver
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Figura 3.3). En una cubeta llena con el tampdn de transferencia (ver Anexo 5) y provista de un
catodo y un dnodo planos, se sumerge el "sandwich" orientando la membrana hacia el dnodo.
De este modo las proteinas migran hacia la membrana al aplicar una diferencia de potencial, y
guedan retenidas en la misma. Usualmente, la transferencia se realiza a una intensidad de
corriente constante de 400 mA y a 4 °C con agitacion constante del tampdn de transferencia,

para evitar el sobrecalentamiento del sistema.

" ——ESponja

Papelde filro

Membranasintética

Gel de SDS-PAGE

~Papelde filro

~Esponja

Figura 3.3 Esquema del montaje en "sandwich" para la transferencia de proteinas a una membrana
sintética. El gel de poliacrilamida que contiene las proteinas separadas por SDS-PAGE se coloca en
contacto con la membrana de nitrocelulosa o de PVDF, la cual se sitia del lado del anodo. La membrana
y el gel se colocan entre dos papeles de filtro, y estos a su vez entre dos esponjas. Esto, ademas de
ofrecer sujecidén, permite la hidrataciéon continua y homogénea del conjunto. Todo el sistema se
encuentra inmerso en una cubeta con tampdn de transferencia. Al aplicar la diferencia de potencial las
proteinas, cargadas negativamente por el SDS unido, migran hacia el anodo, quedando retenidas en la
membrana.

La eleccién de la membrana (nitrocelulosa/PVDF) depende de la proteina estudiada y del
anticuerpo utilizado. Generalmente las membranas de PVDF son preferibles para el andlisis
por WB de proteinas pequefias o muy cargadas. Por esta razén, en nuestras investigaciones
con los fragmentos del FVIIl y de PAR1 se escogid este tipo de membrana, aunque sobre
nitrocelulosa también se obtuvieron buenos resultados (Nota: la membrana de PVDF necesita
humedecerse brevemente con metanol antes de ser utilizada, para ser activada).

Se bloguea la membrana con una disolucién de 5% (p/v) de leche descremada en polvo en TBS
(ver lista de tampones, Anexo 5) durante 1 h a temperatura ambiente, o durante toda la
noche a 4 °C con agitacidn continua. De esta manera se evitan interacciones inespecificas del
anticuerpo primario con la membrana.

Tras el bloqueo, la membrana se incuba con el anticuerpo primario, en nuestro caso el
anticuerpo monoclonal anti-His, dirigido contra la cola de histidinas, diluido 1:3000 en la
disolucién de bloqueo. Se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion

continua.
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6. Se lava la membrana seis veces durante 5 minutos con TBS, y se incuba con el anticuerpo
secundario durante 1 hora, con agitacién continua y a temperatura ambiente. En nuestro
caso, se empled como anticuerpo secundario el policlonal anti-conejo conjugado a HRP
(Dako), a una dilucién de 1:10000 en la disolucién de bloqueo.

7. Para finalizar, se realizan otros seis lavados de 5 minutos con TBS antes de revelar la

membrana.

Las bandas de proteina a las que se ha unido los anticuerpos se revelan mediante una
reacciéon quimioluminiscente de oxidacidon de luminol (Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate de Millipore) catalizada por la HRP acoplada al anticuerpo secundario. La
reaccion se lleva a cabo en la membrana, la cual se coloca en condiciones de oscuridad en el

Kodak Image Station 4000MM PRO, para la deteccién de la reaccién quimioluminiscente.

3.7.1 Preparacion de complejos para la cristalizacion

Los diferentes conectores del FVIII (FVIllal, FVIlla2 y FVllla3, y los mutantes
FVIIa1(R372Q), FVIIIa1l(R372Q, G373P) y FVIIla3 (R1689Q), asi como los dominios extracelulares
de PAR1, y sus mutantes, PAR1, (R42Q) y PAR1_ (R42Q, S43P) fueron expresados
heterdlogamente y purificados como se describe mas arriba (ver epigrafes del 3.3 al 3.5). Estas
proteinas recombinantes se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con
muestras de trombina o trombina-FPR humana previamente dializadas contra el tampdn
HEPES/NaCl pH 6.0 para eliminar el glicerol en el que vienen distribuidas (ver epigrafe 3.1).
Todos los complejos se prepararon con un exceso molar del fragmento recombinante del
sustrato de entre 2:1y 15:1 en este tampdn. A continuacion los complejos (generalmente en un
volumen final de 1 ml) fueron transferidos a un dispositivo Amicon Ultra-15 (Millipore), con una
membrana de tamafio de poro nominal de 3 kDa, que permite concentrar la proteasa en
presencia del fragmento de interés (Figura 3.1). Cuando la concentracién alcanzada con los
dispositivos Amicon Ultra-15 no era suficiente para realizar los ensayos de cristalizacién, se
emplearon los dispositivos Microcon (Millipore), que permiten concentrar las muestras hasta

volumenes de alrededor de 10 pl.
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3.7.2 Blisqueda de condiciones de cristalizaciéon y crecimiento de los cristales

La obtencién y el crecimiento de los cristales se llevé a cabo mediante la técnica de
difusidon de vapor utilizando tanto la modalidad de gota colgante (hanging drop) como la de
gota sentada (sitting drop) (ver Figura 3.4). Para los ensayos de gota colgante se utilizaron las
placas ComboPlates™ de 24 pocillos (Greiner), con vidrios siliconizados de 18 mm para cubrir
cada pocillo, y grasa de silicona (Bayer) para sellar el sistema de cristalizacién. Para las gotas
sentadas se utilizaron las placas de cristalizacion de 24 pocillos Linbro Plate (Hampton

Research); en este caso el sistema se sella con cinta adhesiva Crystal Clear de la misma firma.

A B

el = Ly

H:=0

Figura 3.4 Modalidades de cristalizacion por difusion de vapor. A. Gota colgante. La gota con una mezcla de
disolucion de proteina y de precipitante se deposita sobre un cubreobjetos siliconizado, que posteriormente se
sella encima del reservorio que contiene la disolucidn de cristalizacion. B. Gota sentada. La gota se coloca en un
pequeiio reservorio céncavo situado en un pedestal en el centro de un pocillo que contiene la disoluciéon de
cristalizacion. El sistema se cierra herméticamente con una cita adhesiva dpticamente transparente. Los
volimenes de la gota pueden variar de 2 a 6 ul, con diferentes relaciones entre el volumen de la disolucién de
proteina y el de la disolucidn de cristalizacién.

La busqueda de condiciones de cristalizacidon se comenzé utilizando los siguientes kits de
cristalizacién: Crystal Screen (Hampton Research), Structure Screen 1, Structure Screen 2,
Morpheus™, Pro-Plex™ y MIDAS™ (Molecular Dimensions), asi como un kit de cristalizacion
confeccionado en nuestro laboratorio, el Thrombin Screen, que incluye condiciones de
cristalizaciéon previamente reportadas para la trombina y sus complejos (Anexo 6). Las
disoluciones de proteina fueron centrifugadas a 13000 g durante 2-5 minutos para eliminar las
particulas en suspension, antes de proceder a realizar los ensayos de cristalizacién propiamente

dichos.

Independientemente del sistema utilizado, para iniciar cada ensayo de cristalizacién se
mezclé una gota de la disolucidon concentrada de proteina (de 1 a 3 ul) con otra de similar
volumen de la solucién de cristalizacidn. La proporcién entre los volumenes de ambas gotas es
una de las variables que se modifica en los ensayos de cristalizacién; en los rastreos iniciales

usualmente empleamos 1 ul de ambas soluciones para un volumen final de la gota de 2 pl. En
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todos los casos, esta gota se deja equilibrar a través de la fase de vapor con un reservorio que
contiene entre 0.5 y 1 ml de la disolucién de cristalizacién, a una temperatura constante de 20
°C en una incubadora Rumed 3201 (Rumed). Las gotas fueron periddicamente inspeccionadas

con una lupa Nikon SMZ800, equipada con una cdmara para recoger fotografias de las mismas.

3.7.2.1 Técnicas de mejora de cristales

La cristalizacidn es un fendémeno de transicion de fase que se puede ilustrar mediante un
diagrama de fase que muestra en qué estado -soluble, cristalino o sélido amorfo (precipitado)-
se encuentra la proteina estudiada en funcién de diferentes parametros quimico-fisicos (Figura
3.6). Se pueden obtener experimentalmente proyecciones del diagrama de fases de la proteina
estudiada variando dos parametros al mismo tiempo. En un diagrama de fases tipico se pueden
distinguir cuatro dreas: un darea de elevada supersaturacién, donde la proteina precipita de
forma amorfa y tiene lugar la formacién de nudcleos de forma espontdnea; un area de menor
supersaturacion justo “debajo” de la zona de nucleacién, en la que los cristales son estables y
pueden crecer, pero no se producird nueva nucleacién. (Esta zona se conoce como zona
metaestable, y generalmente contiene las mejores condiciones para el crecimiento de cristales
grandes y ordenados). Finalmente, encontramos el area no saturada, donde la proteina es
completamente soluble y nunca cristalizaria espontdneamente. Asi, en términos practicos, la
cristalizacién se puede considerar como un proceso que ocurre en dos fases: la nucleacion y el
crecimiento de los cristales propiamente dicho; ambas fases precisan de diferentes
condiciones. Tras la formacién de un nucleo critico, el crecimiento le sigue espontaneamente

[Chayen, 2005, Chayen and Saridakis, 2008].

Los diagramas de fases de la solubilidad de una proteina en funciéon de diferentes
pardmetros quimico-fisicos, se pueden utilizar para el disefio de experimentos de cristalizacién.
Como se puede apreciar en la Figura 3.5, las “trayectorias” seguidas en el diagrama de fases en
los cuatro métodos mds comunes de cristalizacién (difusion de vapor, didlisis, difusion libre en
la interfase y métodos microfluidicos) son bien diferentes. En particular, en el método de
difusién de vapor (ii), la disolucidon de proteina se encuentra inicialmente en un estado no
saturado, y gradualmente alcanza la sobresaturacién al equilibrarse con una disolucién que

contiene una concentracién mas elevada del agente precipitante.
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Figura 3.5 llustracion esquematica del diagrama de solubilidad de una proteina. Los pardmetros ajustables
pueden ser la concentracion del agente precipitante o de aditivos, el pH o la temperatura. Entre paréntesis se
indican las “trayectorias” dentro del diagrama de fases que se siguen en los cuatro métodos principales de
cristalizacién: (i) microbatch, (ii) difusién de vapor, (iii) dilisis y (iv) difusién libre. Cada método es caracterizado
por una trayectoria diferente a través de las zonas de nucleacién y metaestable, en este caso hipotético
asumiendo la concentracidn de precipitante como el parametro variable. Los circulos rellenos indican el punto de
partida. En los métodos (iii) y (iv) se indican dos puntos de partida diferentes, que corresponden a ensayos
iniciados con la proteina sola o con la proteina mezclada con una pequefia cantidad de precipitante. La curva de
solubilidad esta definida por la relacion de equilibrio entre el estado sélido (cristal) y el estado liquido (la proteina
disuelta). La curva de supersolubilidad se define como la linea que separa las condiciones bajo las que ocurre la
nucleacién espontanea (separacion de fases o precipitacién) de aquellas en las que la disolucién de cristalizacion
permanece clara. Figura adaptada de [Chayen and Saridakis, 2008].

3.7.2.1.1 Técnicas previas al crecimiento

En un ensayo de cristalizacién, debido a una difusion rapida en el sistema de
cristalizacién, puede ocurrir que se produzca una nucleacion excesiva, es decir, la formacién de
numerosos cristales pequefios y de baja calidad cristalografica, o bien que el sistema se
encuentre lejos de la zona de nucleacidn y no se llegue a formar ningun cristal. Por tanto, una
de las estrategias comunes para mejorar el crecimiento de cristales de calidad adecuada es el
sembrado o seeding, que consiste en insertar nucleos cristalinos ya formados en una nueva
gota de cristalizacién. Si la gota se encuentra en condiciones metaestables se asegura la
presencia de uno sélo o unos pocos nucleos, que creceran hasta dar lugar a un Unico cristal o
unos pocos de tamafo apropiado para los estudios de difraccion por rayos X. Los nucleos deben

proceder preferentemente de cristales de la misma proteina o complejo que no sean ni muy
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grandes ni tengan demasiado tiempo, ya que los defectos se acumulan en el cristal a medida

que este crece.

En este trabajo se empled normalmente la técnica de micro-seeding para mejorar la
calidad de los cristales, que es la mas sencilla de realizar aunque menos reproducible. Para ello
se utilizé una herramienta de seeding (Figura 3.6A), que se pasa haciendo pinceladas sobre la
superficie del cristal madre para ayudar a desprenderse y atrapar los nucleos cristalinos.
Posteriormente, la herramienta de seeding (similar a un pelo) se pasa a través de la nueva gota,

depositando los nucleos a lo largo de su recorrido.

Alternativamente, para conseguir ralentizar la cinética de la cristalizacién, se puede
cubrir el reservorio de la disolucién de cristalizacién con una capa de aceite, disminuyendo asi
la velocidad de evaporacién. De este modo se retarda el establecimiento del equilibrio entre la
gota y el reservorio, y con ello se produce un tradnsito mds lento por el estado de
sobresaturacion. (En cambio, el uso de parafinas es desaconsejable ya que no permiten una
difusién suficiente del vapor y el riesgo de que la gota se seque es elevado). Tipicamente se
emplean aceites de silicona para cubrir el reservorio, aunque en nuestro caso se utilizd con
éxito el aceite de oliva. Otro factor importante a considerar con esta técnica es el espesor de la

capa de aceite, que en nuestro caso varié entre 2y 2.5 mm (200 - 250 ul de aceite).

A B C

/ / «——— pelo
‘«—— herramienta de

micreseeding
Y / o pelo

%‘
gota ——— \'

lII|

criztal madre direccion del pelo

Figura 3.6 Técnica de micro-seeding para el crecimiento de cristales de proteina. A. Herramienta empleada para
sembrar nucleos cristalinos. Dispone de un pelo muy fino que toca el cristal madre (B), y que es posteriormente
pasado a lo largo de la superficie de la nueva gota de cristalizacién, como se indica en C. Figuras extraidas de la
pagina web de Hampton Research (www.hamptonresearch.com).

Otros parametros que se pueden variar para influir en el proceso de cristalizacién son
los volumenes de la disolucién de cristalizacion en el reservorio y de la gota, asi como la
proporcién entre los volimenes de la disolucién de proteina y de cristalizacion en la gota inicial.
En este trabajo, por ejemplo, se realizaron rastreos empleando proporciones 1:1, 1:2, 2:1, 2:3y

3:2 entre la disolucion de proteina y la disolucidn de cristalizacion. Finalmente, cabe destacar
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gue en ocasiones es posible hacer crecer cristales de tamafio apropiado a partir de disoluciones
de cristalizacién en las que se han obtenido microcristales, realizando pequefas variaciones en
la concentracidn del agente precipitante, afadiendo ciertos aditivos o variando ligeramente (en

0.1 - 0.2 unidades) el pH de la disolucién de cristalizacion.

3.7.2.1.2 Técnicas posteriores al crecimiento

Las técnicas de criocristalografia que se describen mas abajo pueden provocar
desdérdenes en la red cristalina, sobre todo en los cristales mas grandes en los que el contenido
de disolvente es mayor, debido a las diferentes velocidades de contraccién del disolvente y de
la red cristalina al ser enfriados a muy bajas temperaturas (alrededor de -173 °C). (A pesar de
no ser correcto, es comun referirse a este proceso como “congelacion”, y a los cristales de
proteinas asi tratados como “congelados”, y aqui mantendremos esos términos para
simplificar). Los desdrdenes de la red cristalina también pueden resultar de una congelacion
heterogénea. Estos desérdenes provocan un aumento de la mosaicidad del cristal, que mide el
desorden de largo alcance del cristal y por tanto, una disminucion de la resolucion.

Para revertir el desorden debido a una defectuosa congelacién del cristal, éste se puede
someter a un proceso de templado o annealing, que consiste en bloquear durante unos escasos
segundos la corriente de nitréogeno criogénica dirigida hacia el mismo. De esta manera, se
permite al agente crioprotector distribuirse homogéneamente a través del cristal de modo que

al volver a congelarlo la contraccion del mismo sea mas parecida a la de la red cristalina.

3.7.3 Recogida de los cristales y criopreservacion

La radiacién de rayos X (RX) es muy energética y el cristal se ha de proteger para evitar
gue ésta lo destruya durante la recogida de datos de difraccion, ya sea por impacto directo o
por la accidon de los radicales libres generados por la radiacién. Para lograrlo, durante la
medicién se mantiene el cristal bajo una corriente de N, liquido, que tiene una temperatura
alrededor de -173 °C (criopreservacion). Por ello, y para evitar la formacién de cristales de
hielo, es necesario afiadir a la disolucién madre sustancias que impidan la cristalizacién del
agua a tan bajas temperaturas, garantizando asi la integridad del cristal de proteina al ser
congelado. Los crioprotectores utilizados en este trabajo fueron el aceite mineral Fomblin® Y

(Sigma-Aldrich) y el glicerol. Los cristales crecidos en condiciones del kit Morpheus™ de
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Molecular Dimensions fueron congelados directamente en N, liquido, ya que sus formulaciones

incluyen agentes crioprotectores a las concentraciones adecuadas.

Los cristales se recogieron directamente de las gotas con ayuda de unos lazos de nailon
y LithoLoops™ (Molecular Dimensions) de diferentes tamafios (0.05-0.1, 0.1-0.2 6 0.2-0.3 mm),
los cuales estdan montados sobre un pequefio perno que se encuentra a su vez insertado en un
cabezal magnético (adquiridos de Hampton Research o de Molecular Dimensions; ver Figura
3.7). La manipulacidn de los cristales se realiza bajo observacién constante a través de una lupa.
Tras extraerlos de la gota, los cristales se sumergen rapidamente en una gota del agente
crioprotector, e inmediatamente se introducen en nitrégeno liquido. Finalmente, el lazo con el
cristal se introduce en un vial que queda cerrado gracias al cabezal magnético. Los cristales se

mantienen en N, hasta su analisis utilizando radiacién de rayos X.

Figura 3.7 Sistema utilizado para congelar, conservar y analizar los cristales. Los cristales se montan dentro de un
lazo de nailon (loop), situado en el extremo de un perno metalico (pin), el cual por el otro extremo se encuentra
insertado en un cabezal magnético que servird para situarlo en un gonidmetro, y alinear el cristal dentro del haz de
radiacion de RX. Imagen adaptada de la pagina web de Hampton Research (www.hamptonresearch.com).

3.7.4 Recogida de los datos de difracciéon

Para obtener el patron de difraccién de un cristal de proteina, el cristal montado en un
lazo de nailon se coloca sobre el cabezal de un gonidmetro y se ajusta de modo tal que quede
centrado en el haz de RX. Para la recogida de los datos, el gonidmetro se rota en incrementos
fijos (tipicamente de 0.5 a 1 grado dependiendo, como se explica a continuacion, del tamafio de
la celda y la mosaicidad del cristal). Los RX colimados mediante espejos de silicio emergen de la
fuente e inciden sobre el cristal de proteina, produciendo un patréon de difraccion que queda
registrado en un detector de RX. Dependiendo de las instalaciones utilizadas, en nuestro

trabajo se utilizaron diferentes detectores (Tabla 3.4).

La recoleccién de un conjunto completo de datos de difraccion de un cristal requiere

conocer previamente la simetria del mismo, los pardmetros de la celdilla unidad, su orientacién
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y el limite de resolucion. Con esta informacion se puede establecer una estrategia apropiada
para la recogida de un conjunto de datos completo y robusto (es decir, donde la gran mayoria
de los reflejos sea registrado varias veces, como minimo 3). La magnitud fundamental a tener
en cuenta al disefar una estrategia es el angulo que ha de ser rotado el cristal (a menor
simetria, mayor es el angulo a rotar). Posteriormente, la calidad del conjunto de datos
colectado se reflejara en los pardmetros correspondientes de completitud (completeness) y de
redundancia. La informacidn necesaria para el indexado del cristal, y con ello para definir una
estrategia de colecta de datos, se obtuvo recogiendo previamente de cada cristal un pequefio
nuimero de espectros de difraccién (al menos dos, medidos en posiciones perpendiculares entre

si).

)

ID14-1 13.3 (fija) 50-200 pm ADSC Q210 CCD
ID14-2 13.3 (fija) 50-300 pm ADSC Q4R CCD
ID14-4 9-15 (modulable) 30-80 pum ADSC Q315R CCD
ID23-1 (microfocus) 5-20 (modulable) ~35 um ADSC Q315R CCD
ID23-2 14.20 (fija) 10 um Mar/Mosaic 225 CCD
ID29 6-20 (modulable) 10-30 um PILATUS 6M (DECTRIS)
BM30A 7-18 (modulable) 50-500 pm ADSC Q315R CCD

BL13-XALOC (ALBA) 5-22 (modulable) 50-300 um PILATUS 6M (DECTRIS)

Tabla 3.4 Caracteristicas de las lineas para macromoléculas biolégicas de los sincrotrones ESRF (Grenoble) y
ALBA (Barcelona) utilizadas para la recogida de los datos de difraccion.

Estas imagenes iniciales permiten evaluar, en primer lugar, la calidad del cristal y
determinar su posible anisotropia y, en segundo lugar, determinar la informacién cristalografica
basica mencionada anteriormente (posible grupo espacial y constantes de celda) para la
recogida de un conjunto completo de datos de difraccién. Para el andlisis de estos datos se
empled el programa MOSFLM [Leslie, 1992]. La mayoria de los datos de difraccion de rayos X
fueron recolectados en las instalaciones del sincrotrén de Grenoble, ESRF, en las lineas ID-14,
ID-23, ID-29 o BM-30; mientras que los ultimos de ellos en la linea BL13-XALOC del sincrotrén
de Barcelona, ALBA (ver detalles en la Tabla 3.4). La recogida de los datos de difraccion fue

controlada por el programa MxCuBE [Gabadinho, 2010].
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3.7.5 Procesamiento de los datos de difraccidn: integracion y reduccion de datos

Cada reflexién registrada puede interpretarse como proveniente de un plano de
difraccion con un indice de Miller, hkl, y con una intensidad que depende de la densidad
electréonica que contiene dicho plano, ly. Una vez registrados los patrones de difraccién de
cada una de las imdagenes, es preciso determinar las intensidades que corresponden a cada una
de las reflexiones. Para este fin se empledé el programa iIMOSFLM [Leslie, 2006, Battye,
Kontogiannis, et al.]; a continuacidén se resumen brevemente los pasos realizados para la

evaluacion de los datos de difraccidn con este software.

En primer lugar, se indexaron los datos, es decir, se determinaron a partir de una (o
unas pocas imagenes, sobre todo en los casos de cristales que solo difractan a baja resolucién),
los grupos espaciales posibles, la orientacidn del cristal y las dimensiones de la celdilla unidad.
Con estos datos, se asigna a cada imagen una orientacién y a cada reflexién registrada su indice

de Miller, hkl.

Seguidamente, se procedid a la integracién propiamente dicha de los datos. Este paso
consiste en medir la intensidad de cada reflexion particular (cada spot), ajustandola a una
distribucién de Gauss. Cada reflexidn se ajusta a una "caja" que sirve para normalizar el ruido
de fondo asociado a cada reflexion, causado, entre otros factores, por la difracciéon difusa del
disolvente. El resultado de la integracién de las intensidades es un fichero de tipo mtz
(nombrado asi en honor a sus creadores, Sandra McLaughlin, Howard Terry y Jan Zelinka), el
cual contiene toda la informacidn acerca de las intensidades de los spots, imagen a imagen,

asociadas a una reflexion (hk/).

El siguiente paso es la reduccidn de estas intensidades a los médulos de los factores de
estructura, F(hkl), que estan relacionados con las coordenadas de los atomos (x; yj, z) que

ocupan la unidad asimétrica del cristal, mediante la ecuacién de onda (ecuacién 3.1):

Ecuacion 3.1 Relacion entre el factor de estructura correspondiente a un haz difractado con un indice de Miller
(hkl), y la posicién ocupada por los atomos individuales dentro de la celdilla unidad (x; y;, z, expresada en
unidades fraccionarias). f; es el factor de dispersion del atomo j, y N es el nimero total de dtomos.

Los factores de estructura representan las ondas resultantes de la dispersién de todos

los dtomos en cada una de las direcciones del espacio. Los mddulos de los factores de
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estructura estdn directamente relacionados con las intensidades de las reflexiones del
espectro, y para su calculo se empled la suite de programas del CCP4i [Collaborative

Computational Project, 1994], y en particular el programa SCALA [Evans, 1993].

Matematicamente, el mapa de densidad electrénica no es mas que la transformada de
Fourier de los factores de estructura con sus fases correspondientes (D), y su célculo permite
conocer el valor de la densidad electrénica en cada punto de la malla tridimensional (ver
ecuacion 3.2). Sin embargo, para obtener el mapa de densidad electrénica completo, es
necesario conocer las fases de las ondas de difraccién, las cuales no es posible extraer de
ningun dato experimental. Esto es el llamado problema de las fases, y para resolverlo se

procedié como se explica en el epigrafe siguiente.

Ecuacion 3.2 Funcidon de la densidad electrénica. Estd definida en cada punto de la celdilla unidad, de
coordenadas (x, y, z). Representa la transformada de Fourier entre el espacio real, definido por la densidad
electrdnica, p(xyz), y el lamado espacio reciproco, definido por los indices de Miller (hkl).

3.7.6 Resolucidn de las estructuras cristalinas

Como se ha descrito anteriormente, para la obtenciéon de una estructura cristalina por
difraccién de RX se necesita primero resolver el problema de las fases, de las cuales no se
recoge ninguna informacion durante la exposicion del cristal a la radiacion. En nuestro caso, el
método empleado para determinar esta informacién fue el de reemplazamiento molecular, que
se basa en utilizar una estructura similar conocida para derivar unos valores de fases iniciales
(Dcarc), @ partir de los cuales es posible calcular un mapa de densidad electrénica inicial, e ir
aproximando a los valores de las fases reales mediante ciclos iterados de modelaje en la

densidad electrénica obtenida y refinamiento (ver mas abajo).

Este método implica rotar y trasladar la estructura conocida (el modelo) dentro de la
nueva red cristalina. La busqueda sistematica de la posible posicién (o posiciones) del modelo
dentro de la celdilla unidad conduce en general, a un problema en seis dimensiones (es
necesario determinar tres angulos y tres desplazamientos a lo largo de los ejes). Sin embargo,
este problema se puede reducir a uno notablemente mads sencillo en tres dimensiones,
determinando primero los angulos que es necesario rotar el modelo para que su orientacion

coincida con la de la estructura a determinar, y luego las translaciones correspondientes para

86



Materiales y Métodos

una Optima superposicion. En este trabajo, para la busqueda de las soluciones de
reemplazamiento molecular se utilizd el programa Molrep [Vagin, 1997], segun estd
implementado en la suite CCP4i, y como modelos de busqueda, las estructuras de las moléculas
de trombina humana y bovina depositadas en el PDB (cddigos 1PPB y 1AVG, respectivamente),

previamente truncadas para eliminar regiones particularmente flexibles.

3.7.6.1 Cdlculo de los mapas de densidad electrénica y refinamiento de la estructura

El conocimiento de las fases permite resolver la ecuacidn de la densidad electrénica
(Ecuacion 3.2) para obtener una representacién (mapa) tridimensional de la densidad
electrdnica, y en el que es posible construir el modelo de la proteina cristalizada. La calidad de
un mapa de densidad electrénica depende de la calidad de los datos de difraccién recogidos,
fundamentalmente de la resolucién obtenida (a mayor resolucién, mejor es el mapa y el nivel
de detalle que permite observar). Se considera que se ha encontrado la solucién de una
estructura cuando se obtiene un mapa interpretable en términos de la cadena de aminodcidos
conocida. A partir de este momento comienza la etapa de trazado y refinamiento. El trazado
consiste en inspeccionar el mapa vy situar las cadenas polipeptidicas y otros elementos
presentes en el cristal (moléculas orgdnicas pequefias, grupos prostéticos, moléculas del
disolvente, etc.) en las regiones del mapa a las que se ajuste el aminodcido o molécula
especifica. Dependiendo de la calidad de los datos puede hacerse de forma manual, o

automatica, esto ultimo sélo si la resolucién es suficientemente alta (mayor de 2.5 A).

En nuestro caso, el ajuste se realizé manualmente inspeccionando los mapas de
densidad electrénica con los programas MiFIT 8 de Rigaku/MSC (www.rigaku.com) y COOT
(Crystallographic Object-Oriented Toolkit) 0.6.2 de la Universidad de Oxford, UK [Emsley,
Lohkamp, et al., 2010]. Para ello se calcularon inicialmente mapas de diferencias entre las
amplitudes observadas (Fops 0 Fo) y las calculadas (Fcac 0 Fc), usando las fases calculadas una vez

posicionado el modelo de busqueda en la unidad asimétrica (D).

Los mapas mds usados para el trazado se calcularon tomando como coeficientes las
diferencias 2F,-F. y Fo-F.. Los mapas 2F,-F. tienen un peso doble en la amplitud observada
respecto de la calculada, y a medida que avanza el refinamiento deben coincidir con la
densidad electrénica “real”. Los mapas Fo,-Fc ayudan a la interpretaciéon de partes conflictivas
de las estructuras. Generalmente son mas intensos en las zonas donde hay errores en la

estructura, o esta no ha sido trazada todavia. Las zonas donde “faltan” atomos tienen una
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densidad positiva (F, > Fc), y las zonas donde hay atomos incorrectamente situados tendrdn
densidad negativa (F. > F,). En la estructura final, estos mapas deberan presentar densidad
cercana a cero, ya que se igualan los dos componentes. Cuando se trabaja con coeficientes
cercanos a cero los mapas Fo-Fc son mucho mas “ruidosos” que los 2F,-F., por lo que es
necesario inspeccionar a un nivel de sigma mas elevado. Generalmente representamos los

mapas 2F,-Fc y los Fo-F¢ a niveles de 1o y de + 2.50, respectivamente.

Por regla general, se comenzd el trazado reintroduciendo las regiones de la trombina
gue habian sido excluidas del modelo de busqueda, pero para las cuales aparecia densidad
electrénica interpretable en los primeros mapas calculados. A partir de estos mapas, se
construyd iterativamente el modelo de la trombina y, en su caso de los ligandos discernibles en
los mapas de densidad electrdnica, seguidos de ciclos de refinamiento. Debido a que el nimero
de observaciones (reflexiones medidas) es insuficiente para poder realizar un refinamiento
independiente de las posiciones atdmicas (x, y, z) y los valores B, se aplicaron restricciones
estereoquimicas al modelo. En este trabajo se ha utilizado la suite de programas CCP4 6.2.0
para realizar el refinamiento estructural, y en particular las diferentes opciones que incluye el

programa Refmac5 [Murshudov, Vagin, et al., 1997], segun estd implementado en CCP4i.
Factor R

El factor R, es un indicador de cuan bien se ajusta el modelo obtenido a los datos de
difraccion medidos experimentalmente. Se calcula a partir de la desviacion entre las amplitudes

observadas vy las calculadas.

Los factores R se utilizan como indicadores de calidad durante todo el proceso de
refinamiento del modelo. Asi, un aumento en el factor R nos indicard que los cambios
introducidos en un modelo no se ajustan adecuadamente a los datos. Este indicador necesita
un control interno, denominado Rje., que se calcula con un nimero de reflexiones
(normalmente, 5% de las medidas) que no son incluidas en el proceso de refinamiento, y que
por tanto son una medida mas fidedigna del progreso de este proceso, y de la calidad del

modelo final.
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3.7.7 Publicacion de la estructura

Las coordenadas de los &tomos de cada modelo molecular y los valores B se almacenan
en un fichero de tipo .pdb. Este archivo tiene un formato estandar que permite su uso en todos
los programas de cristalografia y de representacion tridimensional de estructuras. Este fichero
se encuentra en un formato ASCII, facilmente editable, que asigna una fila a cada 4tomo,
especificando el tipo de datomo vy el residuo al que pertenece, sus coordenadas (x, y, z) y su
factor de temperatura. También contiene otras entradas que especifican el grupo espacial, las
dimensiones de la celda, las condiciones de cristalizacién y la publicacion derivada del modelo
molecular, entre otros. Existe un banco de datos, el Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb/)
gue almacena todas las coordenadas de los modelos de proteina determinados por

cristalografia de rayos X o RMN en solucién.

La espectroscopia mediante resonancia magnética nuclear de proteinas (RMN de
proteinas) se utiliza para obtener informacién sobre la estructura y dindmica de las proteinas.
Esta técnica se basa en las propiedades magnéticas que tienen algunos nucleos atdmicos
sometidos a un campo magnético externo para absorber radiacion electromagnética a una
determinada radiofrecuencia que depende del tipo de nucleo y del entorno quimico que rodea
a estos nucleos. Entre los nucleos atémicos mds importantes para RMN de moléculas organica
estan el 'H, el *C y el ©N. Este tipo de nicleos atémicos poseen un momento magnético
(nuclear spin) que les permite tener diferentes frecuencias de resonancia é desplazamientos
qguimicos (chemical shifts) en un campo magnético, y que usualmente varian dependiendo del
entorno quimico en el que se encuentren (por ejemplo, los 4&tomos a los que estan unidos, la
longitud de los enlaces, los angulos entre los mismos, etc.) [Reid, Maclachlan, et al., 1997].
Para obtener este tipo de informacidén relevante de macromoléculas bioldgicas se requiere
realizar experimentos mono-, bi- y tri-dimensionales de distintos nucleos. Ademas, las
resonancias han de alcanzar una amplitud e intensidad suficientes para ser detectadas por los
equipos de RMN (Figura 3.8) [Wuthrich, 2003]. Cabe resaltar que, al formarse complejos
macromoleculares, algunas sefiales del espectro se pueden ensanchar, y en algunos casos

guedar debajo del umbral de deteccion del equipo [Lane and Lefevre, 1994].
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Figura 3.8 Representacion de la sefial de un espectro monodimensional de RMN en el que se indican algunas de
sus caracteristicas basicas. Al formarse un complejo macromolecular, algunas sefales del espectro se pueden
ensanchar, y pueden quedar por debajo del umbral de deteccion. Se muestra la amplitud, la intensidad y el umbral
de deteccidn de la sefial, derivado de la férmula Wy, = 1/(nT2), donde W/, se refiere al valor medio de la anchura
de la radiofrecuencia de los atomos involucrados en la sefial de resonancia detectada, y T2 es el tiempo de
relajacion del spin-spin de los nicleos atdmicos implicados [Lane and Lefevre, 1994].

3.8.1 Materiales

Para los estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) se empled tanto la trombina
libre como inhibida irreversiblemente con FPR, asi como en presencia de un exceso de Hir-C
(ver epigrafe 3.1.1), y se utilizo el factor de la coagulacién X (FX) humano, y el dcido trimetilsilil
propianoico (TSP) como estandar de referencia interna. Para los ensayos de RMN se gener¢ el
fragmento recombinante FVIllal uniformemente marcado con nitrégeno-15 (*>N) y/o carbono-
13 (*3C). Para ello, el FVIllal se expresé en cepas de E. coli plysS en medio minimo M9
suplementado con cloruro de amonio-°N, como Unica fuente de nitrogeno y/o B3¢ D-glucosa,

como Unica fuente de carbono (ver epigrafe 3.3.5.1 y Anexo 5).

3.8.2 Experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN)

El fragmento FVIllal marcado, el factor X, la trombina libre y la trombina inhibida con
FPR fueron exhaustivamente dializados contra 25 mM de fosfato de sodio pH 6.0, 25 mM Nadl,
500 uM EDTA y 5 mM de TCEP, y posteriormente se les adicioné agua deuterada a una
concentracion final de 15% (v/v). En los experimentos que lo requerian, la Hir-C fue disuelta en
el mismo tampdn y adicionada a la trombina en una relacion molar de 10:1. Todos los
experimentos de RMN fueron realizados en el mismo tampdn y al mismo pH para excluir los
efectos de diferencias en las velocidades de intercambio debidas al solvente, y con un volumen

de muestra de 600 pl en tubos para RMN de 5 mm de didmetro.

Primeramente, se realizaron experimentos monodimensionales de protén (*H) a
concentraciones decrecientes del fragmento FVIllal (de 850 a 100 uM) y a diferentes
temperaturas (de 5 a 25 °C) en un espectrémetro Bruker DMX 500 MHz equipado con una

sonda a temperatura ambiente de triple resonancia (TXI, 5 mm), para identificar las condiciones
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en las que el FVIllal se comporta como una especie monodispersa. Una vez establecidas las
condiciones ptimas se realizaron ensayos de correlacién de dos dimensiones *H-""N (6 HSQC
'H-BN, Heteronuclear Single Quantum Correlation) a una temperatura de 5 °C y con una
concentraciéon de FVIllal de 200 uM. Estos experimentos HSQC 'H-"°N permiten evaluar la
dispersién de las resonancias del protén amida (*H) correlacionadas con las del nitrégeno (*>N)
de los enlaces peptidicos de los diferentes residuos presentes en el fragmento FVlllal, y
aparecen como un pico en el espectro *H-">N (Con excepcidn, por supuesto, de los residuos de

prolina que carecen del protdn amida).

Para evaluar las interacciones intermoleculares del FVlllal con la trombina o el factor X,
se colectaron espectros de dos dimensiones 'H-N del fragmento del cofactor en presencia de
diferentes concentraciones de trombina libre (20 o 40 pM), trombina inhibida
irreversiblemente con FPR (10, 20, o 40 uM), trombina previamente incubada con un exceso de

Hir-C (20 0 40 uM), ¢ del factor X (10 o 20 uM), respectivamente.

3.8.2.1 Experimentos para la asignacion de las resonancias mediante protén (*H) y

carbono (*3C)

Para la asignacién de las resonancias del esqueleto de carbonos a y B del conector
FVIllal mediante protén (*H) se realizaron experimentos de triple resonancia estandares HNCO,
HNCA, HN(CO)CA, HNCACB y CBCA(CO)NH [Case, Dyson, et al., 1994] en un espectrémetro
Bruker Avance Ill 600 MHz-US equipado con una criosonda de triple resonancia (TCI, 5 mm).
Estos estudios de RMN se realizaron en el Parc Cientific de Barcelona en colaboracién con el
Prof. Miquel Pons (Grupo de RMN Biomolecular, Programa de Biologia Estructural y

Computacional, Institut de Recerca Biomedica (IRB) - Parc Cientific, Universidad de Barcelona).

Para la asignacion mediante 3¢, se realizaron experimentos monodimensionales H y
bidimensionales *H-">N (HSQC) y 'H-*C (CON) preliminares en un espectrémetro Bruker
UltraShield 700 MHz con una sonda CPTX03 calibrada para carbono-13. Posteriormente, se
realizaron un conjunto de experimentos de doble (CACO, CBCACO) y de triple resonancia
(CBCACON y CBCANCO) estandares [Case, Dyson, et al., 1994] en el Centro di Risonanze
Magnetiche (CERM) en colaboracién con la Dra. Isabella C. Felli (Departamento de Quimica,

Universidad de Florencia, Italia).
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Para estos ensayos de asignacién se trabajé con el FVIllal doblemente marcado, tanto
con carbono-13 como con nitrégeno-15 (FVIIlal-*C*°N) (ver epigrafe 3.3.5.1), a una
concentracion de 400 uM y en presencia de 40 uM de trombina libre. Los espectros de RMN
colectados fueron procesados con NMRPipe [Delaglio, Grzesiek, et al., 1995] o Top Spin™ 1.3, y
para la asignacién de las resonancias del esqueleto de carbonos a y B del fragmento
recombinante se empled el programa CARA (Computer-Aided Resonance Assignment;
www.nmr.ch)? junto con la tabla de desplazamientos quimicos de aminoacidos de la Base de
Datos de Resonancia Magnética (BMRB, www.bmrb.wisc.edu). Finalmente, los resultados se

visualizaron e interpretaron con el programa NMRViewJ (One Moon Scientific, Inc.).

* Keller, Rochus. Optimizing the Process of Nuclear Magnetic Resonance Spectrum Analysis and
Computer Aided Resonance Assignment. Disertacidon en el Instituto de Tecnologia Federal
Suizo de Zurich (ETH Ziirich) para optar por el grado de Doctor en Ciencias Naturales. ETH
No. 15947 (2004/2005).
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Con el objetivo de estudiar los efectos sobre la estructura de la trombina causados por

ligandos especificos del sitio activo y del exositio |, en este epigrafe se presentan los resultados
obtenidos en ensayos de digestion enzimatica y de termoestabilidad, complementados con

informacién de estructuras de trombina libre e inhibida resueltas por cristalografia de rayos X.

En los casos correspondientes, la trombina se incubd previamente con los siguientes
inhibidores competitivos, siguiendo lo indicado en el epigrafe de Materiales y Métodos. (1) El
inhibidor FPR-clorometilcetona (FPR, D-Phe-Pro-Arg-clorometilcetona) cuyo residuo de arginina

> e His”’ del sitio activo de la

modificado forma enlaces covalentes con los residuos Ser™
trombina activa, inhibiéndola irreversiblemente (Figura 4.1A). (2) El inhibidor irreversible
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), el cual se une covalentemente a través de su grupo
sulfonilo a la cadena lateral de la Ser'® (Figura 4.1B). (3) La benzamidina, un inhibidor
competitivo reversible que es un analogo de la cadena lateral de la arginina, y que ocupa de
forma especifica el bolsillo S; de la proteinasa (Figura 4.1C). Finalmente (4), el fragmento C-
terminal (Gly54—GIn65) de la hirudina (Hir-C), es un inhibidor no competitivo que interacciona

especificamente con el exositio | de la trombina (ver Figura 1.17A) [Corral-Rodriguez, Macedo-

Ribeiro, et al., 2010].
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Figura 4.1 Resumen esquematico de los mecanismos de interaccion entre el centro activo de la trombina y los
ligandos que utilizamos en esta investigacion. A. Se evidencia la interaccion del FPR con los bolsillos S, S, y S, del
sitio activo de la proteasa. B. Se representa la unién entre la Ser'®® de la trombina con el grupo sulfonilo del PMSF.
C. Se muestran las interacciones de la benzamidina en el bolsillo S;. Figura A modificada de [Dahlgren, Branalt, et
al., 2002].
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4.1.1 La ocupacion del sitio activo de la trombina reduce la accesibilidad del lazo

70-80 a la endoproteinasa Arg-C

Como se menciond en la introduccién, la protrombina es hidrolizada por el Factor Xa,

272(1I)_Thr285(1H)

libre o formando parte del complejo protrombinasa, entre los residuos Arg y

320015)_11 32118 Estos cortes proteoliticos generan la trombina activa, formada por una

entre Arg
cadena ligera N-terminal (LC; 36 aminoacidos, ~4 kDa) y una cadena pesada (HC; 259 residuos,
~30 kDa) que contiene el sitio activo de la proteinasa; ambas cadenas se mantienen unidas
covalentemente mediante un enlace disulfuro. Cabe mencionar que la trombina activa puede
derivar por autélisis o por protedlisis en sus dos formas menos activas, la trombina-3, por un

corte en el enlace Arg’”>-Tyr’®, y la trombina-y, generada por un corte adicional en la trombina-B

149E 150

entre los residuos de Lys , por ello la calidad del estado inicial de la trombina fue

y Gly
esencial para obtener Optimos resultados en nuestros experimentos. Aprovechando la
presencia de residuos de arginina expuestos en el lazo 70-80 que es parte esencial del exositio |
de la trombina, en este ensayo se utilizé la endoproteinasa Arg-C para estudiar la accesibilidad
de este lazo a protedlisis en la trombina libre, la trombina reversiblemente inhibida con
benzamidina, y la trombina irreversiblemente inhibida con FPR. Se realizaron controles de
digestion con albumina de suero bovino, los cuales evidenciaron en particular que la
benzamidina no inhibe la Arg-C (ver Anexo 7 y epigrafe 3.2.1 de Materiales y Métodos).
Ademas, se realizaron controles en ausencia de la endoproteinasa Arg-C (Figura 4.2 A, D, G) y
adicionando 20 mM de EDTA a la reacciéon de digestidn para inhibir la endoproteinasa, ya que a

estas altas concentraciones del agente quelante el i6n Ca®* requerido para la actividad de la

misma es capturado (Figura 4.2 C, F, |) [Mitchell, 1977].

Los resultados experimentales de estos ensayos de protedlisis limitada evidencian que la
trombina libre es mucho mas sensible a protedlisis, demostrado por la aparicién de dos nuevas
bandas de ~20 kDa y ~10 kDa correspondientes a los fragmentos de digestién generados a
partir de la cadena pesada, al incubarla con la endoproteinasa Arg-C por unos 30 min (Figura
4.2B). A partir de las 4 h de incubacién se puede observar una degradacion casi total de la
trombina. Con respecto a los resultados de las muestras de trombina inhibida con benzamidina
(inhibidor reversible que sélo ocupa el bolsillo de especificidad S; de la trombina) se observa
una degradacién mucho mas gradual de la cadena pesada en presencia de la Arg-C (Figura

4.2E). Sin embargo, en el caso de la trombina inhibida irreversiblemente con FPR, la trombina
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se mantiene estable aun en presencia de la endoproteinasa Arg-C, lo que se visualiza con la

presencia de la cadena pesada de la trombina incluso luego de 8 h de incubacidn (Figura 4.2H).
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Figura 4.2 Evidencia de la digestion preferencial del lazo 70-80 en la cadena pesada de la trombina libre en
presencia de la endoproteinasa Arg-C. Aproximadamente 80 pg de proteina fueron digeridas con 0.5 pg de la
endoproteinasa Arg-C (en una relacién enzima:proteina de 1:160) en 90 mM Tris-HCI, 8.5 mM CaCl,, 5 mM DTT, 0.5
mM EDTA, pH 7.6. Las alicuotas correspondientes fueron tomadas en los tiempos indicados, analizadas por SDS-
PAGE vy tefiidas con azul de Coomassie (ver Materiales y Métodos). Se indican con una flecha la cadena ligera (LC,
~4 kDa), la pesada (HC, ~30 kDa) y los fragmentos de la cadena pesada generados por la protedlisis parcial de la
trombina (HC frag, ~20 kDa y ~10 kDa) debidos a la endoproteinasa Arg-C. En los fragmentos de la HC se indican
los residuos de los extremos N- y C-terminales hipotéticos (numeracién de la HC de la proteina humana). Muestras
de trombina libre (A-C), trombina inhibida con benzamidina (D-F) y trombina inhibida con FPR (G-l) fueron
evaluadas en ausencia (A, Dy G) o en presencia de Arg-C (B, E y H), asi como en presencia de Arg-C inhibida con 20
mM de EDTA (C, F e I). Como se puede observar en el panel B, la cadena pesada (HC; ~30 kDa) de la trombina libre
es rapidamente digerida por la endoproteasa Arg-C (desde los 30 min. de incubacién), generando los fragmentos
correspondientes a ~20 kDa y ~10 kDa de la cadena pesada. Se observa también como a las 4 h la protedlisis de la
trombina libre es practicamente total. En E, se observa que la intensidad de la banda correspondiente a la cadena
pesada de la trombina se reduce gradualmente sin que se acumulen los fragmentos de la HC, hasta alcanzarse la
degradacion total de la trombina a las 8 h. En el panel H se observa que la trombina inhibida con FPR, permanece
sin digerir luego de 8 h de incubacion con la endoproteinasa Arg-C.

4.1.2 Estabilidad térmica de la trombina en presencia de ligandos que se unen al

sitio activo o al exositio |

La microcalorimetria diferencial de barrido (Differential Scanning Calorimetry, DSC)

permite cuantificar la estabilidad térmica de una proteina y evaluar el efecto de diferentes
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ligandos sobre esta propiedad, cuantificable a través de los valores de la temperatura de
desnaturalizacion (T, melting temperature), del cambio en la energia absorbida (AH, entalpia)
y del cambio en la capacidad caldrica (ACp) asociados con el desplegamiento de la proteina al
ser calentadas gradualmente. En este trabajo se evalud la estabilidad térmica de diferentes
especies de trombina libre o en presencia de ligandos especificos. Las muestras se prepararon
por duplicado y a concentraciones de 1 mg/ml (~27 uM), se dializaron exhaustivamente en 25
mM PIPES pH 6.5, 150 mM NaCl antes de los experimentos de DSC (ver epigrafe 3.2.2 de
Materiales y Métodos). La comparacién de las muestras de trombina libre y unida a los
diferentes ligandos evidencid diferencias significativas. Por ejemplo, la temperatura de
desnaturalizacién de la trombina libre es de 55.7 °C (AH=80.3 kcal) mientras que en presencia
de Hir-C y FPR estos valores incrementan hasta registrar una T,= 83.9 °C (AH=235.1 kcal) (Tabla
4.1y Figura 4.3).

V::Lar::)ei;:e d‘l;ir:;ir:\atllilzr:c?:n Ener(gAl’Tl_| ?::':l;bida (.‘(z;l:p:iul:(ida:d calézica
(Tm; °) ; p; kecal/mol/°C)
Trombina 55.7 80.3 221
Trombina-PMSF 53.9 92.4 22.3
Trombina-Hir-C 59.0 118.4 314
Trombina-FPR 79.8 175.8 42.7
Trombina-FPR-Hir-C 83.9 235.1 66.2

Tabla 4.1 Valores termodinamicos de la trombina libre y trombina en presencia de ligandos especificos del sitio
activo y del exositio I. Notese el incremento en los tres parametros termodinamicos al estar presente algun
ligando de la proteasa, a excepcion del valor de T,, en presencia de PMSF.

Estos ensayos de DSC también permitieron determinar que tanto la estabilizacién del
exositio | (ATy,= +3.3 °C, AH= +38.1 kcal), como de forma mas notable al ocuparse el sitio activo
con FPR (AT,= +24.1 °C, AH= +95.5 kcal) de la proteinasa conduce a una estabilizacién de la
misma. Por el contrario, la derivatizacién de la Ser'® del sitio activo con PMSF parece conducir
a una desestabilizacidn de la proteinasa (AT,= -1.8 °C, AH=+12.1 kcal). Adicionalmente, estos
ensayos permitieron establecer que la ocupacidon del exositio | en la proteinasa inhibida
irreversiblemente con FPR conduce a una estabilidad todavia mas notable de su estructura con
incrementos en la temperatura de desnaturalizacion (AT,,= +4.1 °C), pero sobre todo en la
energia absorbida (AH= +59.3 kcal), claramente superiores a los que produce la cola C-terminal
de la hirudina en la proteinasa libre. Estos resultados permiten concluir que tanto la ocupacién

del sitio activo (FPR) como en menor medida la del exositio | (Hir-C) incrementan la estabilidad
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térmica de la trombina, ya que la trombina requiere absorber una mayor cantidad de energia

para desplegarse, desnaturalizdndose y perdiendo asi su estructura tridimensional natural.

65 w—Trombina libre Tm=83.9
===Trombina inhibida con PMSF AH=235.1
====Trombina inhibida con Hir-C
=== Trombina inhibida con FPR

55 17 ===Trombina inhibida con FPR e Hir-C
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o Tm=79.8
o AH=175.8
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Figura 4.3 Incremento de la estabilidad térmica de la trombina en presencia de ligandos especificos del sitio
activo y del exositio I. El incremento de la estabilidad térmica se evalué mediante microcalorimetria diferencial de
barrido, analizando la temperatura de desnaturalizacion (T,,) y el cambio en la energia absorbida (AH) de la
trombina libre (rojo) y de la proteasa en presencia de diferentes ligandos segln se indica en la leyenda de la figura.
Las muestras se prepararon a una concentracion de 1 mg/ml y se dializaron exhaustivamente en 25 mM PIPES, pH
6.5, 150 mM NaCl. Los ensayos de DSC se realizaron incrementando la temperatura 1.5 °C/min, desde los 20 hasta
los 95 °C (ver Materiales y Métodos). Se observa como el Hir-C (celeste) y el FPR (negro) estabilizan a la trombina
libre incrementando tanto el valor de T, como el de AH. Noétese el incremento en la temperatura de
desnaturalizacién y en la energia absorbida en la muestra de trombina incubada tanto con FPR como con Hir-C
(morado).

4.1.3 Anadlisis de la estabilidad térmica de la trombina mediante

termofluorescencia diferencial

La termofluorescencia diferencial se basa en los mismos principios bioquimicos vy
biofisicos de la microcalorimetria diferencial (DSC; ver epigrafe anterior), pero es en general
mas sensible por utilizar el incremento de la fluorescencia del agente SPYRO Orange para
determinar la temperatura de desnaturalizacion (T,,) de las proteinas. Este fluordforo presenta
afinidad por las regiones hidrofébicas de las proteinas que son expuestas a medida que estas se
desnaturalizan, incrementando asi la fluorescencia, alcanzando un valor maximo a la

temperatura de desnaturalizacion de la proteina en cuestién. Dada la sensibilidad de esta
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técnica, las muestras de trombina a estudiar se analizaron a una concentracién mucho mas baja
gue en los experimentos de DSC (~1 uM) y en un volumen de reaccion de 20 pl. Los ensayos de
termofluorescencia se realizaron a diferentes relaciones molares de trombina y sus ligandos
(2:1, 1:5 y 1:10), obteniéndose esencialmente los mismos resultados a las tres relaciones

molares (Tabla 4.2).

Proteina T., promedio y desviacion estandar
Trombina 54.50 + 0.00
Trombina-PMSF 51.97 £0.10
Trombina-Benzamidina 53.93+0.25
Trombina-Hir-C 55.04 £ 0.90
Trombina-FPR 74.00 £ 0.00
Trombina-FPR-Hir-C 77.08 £0.10

Tabla 4.2 Desviacion estandar de los valores de la temperatura de desnaturalizacion de las diferentes relaciones
molares de trombina y ligandos especificos del sitio activo y del exositio I. Notese como el agregar un exceso de
ligando hace variar de forma minima la temperatura de desnaturalizacidn.

Por esta razén, para poder comparar mejor con los ensayos de microcalorimetria
presentados en el epigrafe anterior, en la tabla 4.3 se presentan los valores promedio
correspondientes a la relacién molar 1:10 (la gréfica correspondiente se presenta en el Anexo
8). Como se observa, los resultados de termofluorescencia diferencial son similares a los
obtenidos en los ensayos de microcalorimetria. En particular, estos resultados confirman que la
inhibicién de la trombina tanto reversiblemente con benzamidina o con Hir-C, pero sobre todo
de forma irreversible con FPR, estabiliza la proteinasa contra la desnaturalizacién térmica.
También, de acuerdo con los resultados de DSC, la trombina inhibida con el PMSF posee una T,
mas baja (51.9 °C) que la trombina libre. Por otra parte, se confirmé también que la unién del

FPRy la cola C-terminal de la hirudina a la vez estabilizan aun mas a la proteasa.

Variantes de trombina Temperatura de desnaturalizacion
(Tm; °C)
Trombina 54.5
Trombina-PMSF 51.9
Trombina-Benzamidina 54.2
Trombina-Hir-C 56.0
Trombina-FPR 74.0
Trombina-FPR-Hir-C 77.1

Tabla 4.3 Temperatura promedio de desnaturalizacion de la trombina libre y trombina en presencia de ligandos
especificos del sitio activo y del exositio | obtenida mediante termofluorescencia diferencial. Notese el
incremento adicional al utilizar los ligandos FPR e Hir-C.
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4.1.4 Evidencia cristalografica de la plasticidad de la trombina

La plasticidad de la trombina queda patente también al comparar estructuras cristalinas
resueltas a alta resolucién (~1.7 A) de la proteasa libre e inhibida con FPR; asi como de otras
estructuras de la proteinasa no reportadas previamente en la literatura (resoluciones entre 2.3
y 2.7 A). El anélisis de estas estructuras tridimensionales (Tablas 4.4 y 4.7, y Anexo 10) reveld
cambios estructurales en diferentes regiones de interés de la trombina, principalmente el sitio
activo y los exositios | y I, aunque los inevitables contactos con moléculas vecinas ya sea dentro
de multimero o con moléculas relacionadas cristalograficamente, limitan la magnitud de los
desplazamientos que puedan experimentar los lazos flexibles de la trombina. Estos andlisis nos

permitieron obtener informacion relevante sobre la plasticidad de la trombina segun se detalla

a continuacion.

Trombina

a=52.09A,b=77.85A, c=83.48 A
a=B=y=90°

Morpheus 1-24 1.7 P2,2,24

Trombina inhibida con FPR

Hampton a=69.49A,b=72.08A, c= 69.84 A

1.7 2
Research 1-22 ¢ a=y=90°B=97,7°

5X

Tabla 4.4 Caracteristicas de los cristales empleados para resolver las estructuras de trombina libre y trombina
inhibida con FPR a resolucion casi atdmica. Se indica la condicidn de cristalizacién, la resolucion obtenida, el grupo
espacial, las dimensiones de la unidad asimétrica y una foto del cristal.

4.1.4.1 Comparacion del exositio | y 1l y del sitio activo en estructuras monoméricas

de trombina libre e inhibida con FPR

La estructura tridimensional de la trombina libre se obtuvo a partir de un cristal de 0.2-
0.3 mm aproximadamente, el cudl difracté a una resolucién maxima de 1.7 A utilizando
radiacion de sincrotrdén. El analisis de los datos de difraccion reveld que los cristales pertenecen
al grupo espacial ortorrdmbico P2:2,2,, y presentan una uUnica molécula de trombina en la

unidad asimétrica (ver Tabla 4.5). El mapa de densidad electrénica evidencia una mayor
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flexibilidad del lazo 70-80 del exositio |, particularmente de las cadenas laterales de algunos
. 73 75 76 77A . - . S <
residuos como Arg’>, Arg”>, Tyr” y Arg’’", indicada por una densidad electrénica mas pobre
para estos residuos, comparado con otros lazos expuestos (Figura 4.4A). Asimismo, la
. .z ; T 75 s
inspeccion de la estructura reveld que el grupo guanidinio de la cadena lateral de la Arg™ estd
orientado hacia el cuerpo de la molécula de trombina al compararlo con la molécula de

trombina inhibida con FPR (Figura 4.4B, Cy D).

Figura 4.4 Comparacion de las estructuras 3D de trombina libre e inhibida con FPR. Las moléculas de trombina y
de trombina inhibida irreversiblemente con FPR se representan en color verde y rojo, respectivamente. Se
destacan en representacion de stick los residuos Ser’*-Asn’® del lazo 70-80 del exositio | y los mapas de densidad
electrdnica calculados después de posicionar los modelos de busqueda se indican como una malla azul. A. Se
representa la estructura de la trombina detallandose el lazo 70-80 del exositio |, donde se evidencia mas pobre la
densidad electrénica correspondiente a los residuos Arg”, Tyr76 y Arg’’*. B. Estructura de la trombina-FPR con la
representacion del mapa de densidad electrénica del lazo 70-80 del exositio I. Se evidencia claramente la densidad
electrénica de la Arg75, Tyr76 yla Argm. En sticks de color amarillo se representa el inhibidor FPR. C. Superposicién
de las dos estructuras anteriores que permiten comparar las diferencias entre la trombina y la trombina-FPR. D.
Ampliacion del lazo 70-80 del exositio I. El inhibidor FPR genera cambios conformacionales sutiles en la molécula
de trombina, entre ellos en el lazo 70-80. Figuras generadas con PyMol (DelLano Scientific LLC, San Carlos,
California, EEUU).
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Recoleccion de datos

Fuente de RX ALBA BL-13

Longitud de onda (A) 0.97947

Grupo espacial P2:2:2;

Constantes de celda a=52.09A,b=77.85A,c=83.48A
a=B=y=90°

Resolucién (Ultima capa, A) 52.06 - 1.70 (1.79 - 1.70)

Numero total de reflexiones 645 409 (20 558)

Numero de reflexiones Unicas 36 010 (5 449)

I/a(l) 7.2 (2.5)

Completitud (%) 99.7 (99.7)

Redundancia 3.8 (3.8)

Rmerge™ (%) 10.4 (43.1)

Refinamiento y analisis del modelo

Resolucién (Ultima capa, A) 43.29-1.70 (1.74 - 1.70)
Rtactor (%) 21.10 (22.00)

Riree' (%) 24.21 (27.00)
Porcentaje de residuos con enlaces erréneos 0.00

Porcentaje de residuos con dangulos erréneos 0.00

Grafico de Ramachandran (favorecidos /

outliers) (%) 97.40/0.00

Clashscore (todos los atomos) ® 3.6 (percentil 98)||
Puntuacién MolProbity” 1.82 (percentil 71)||

Tabla 4.5 Parametros estadisticos de la calidad de los datos de difraccion y del refinamiento para la trombina
cristalizada en el grupo espacial P2,2,2,.

*Rmerge = ZpZi [I(hy) - <I(h)>] / Z¢X; I(h;), donde I(hy) es la intensidad de la reflexion h determinada para la medida
i,y <I(h)> es el valor medio.

"Riactor = Z(|Fobs| = |Featc]) / Z|Fobs|, donde |Fops| ¥ |Feaic| son las amplitudes del factor de estructura observado y
calculado, respectivamente.

inree: Riactor calculado para un set de prueba seleccionado al azar que comprendia un 5% de las reflexiones totales
y que fue excluido del refinamiento.

§Clashscore es el nimero de solapamientos estéricos graves (> 0.4 A) por 1000 4tomos.

||EI percentil 100 es el mejor entre las estructuras de resolucién comparable (1.70 + 0.25 A); el percentil 0 es el
peor.

ﬂLa puntuacion MolProbity se define como 0.42574*log(1+clashscore) + 0.32996*log(1+max(0,%RotOut-1)) +
0.24979*log(1+max(0,100-%RamaFavored-2)) + 0.5, donde %RotOut es el porcentaje de los rotdmeros de cadena
lateral no validos y %RamaFavored es el porcentaje de los residuos en las regiones favorecidas del diagrama de
Ramachandran.

La estructura tridimensional de la trombina inhibida con FPR se resolvid a partir de un

cristal (~0.2 mm) que difracté a una resolucién maxima de 1.7 A utilizando radiacién de
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sincrotrén. El procesamiento de los datos de difraccion reveld que los cristales pertenecen al
grupo espacial monoclinico C2, y presentan una Unica molécula de trombina en la unidad
asimétrica (ver Tabla 4.6). Tras el reemplazamiento molecular el mapa de densidad electrénica
evidencié una densidad completa y definida para el lazo 70-80, lo que sugiere una menor
flexibilidad del mismo. En esta molécula las cadenas laterales de los residuos de Arg73, Tyr76,
Arg77A y particularmente Arg’® estdn orientadas hacia el solvente (Figura 4.4B, C y D). La
orientacion de estas cadenas laterales en la trombina-FPR podria explicar la resistencia de la
misma a la protedlisis limitada por la endoproteinasa Arg-C, evitando los cortes que se realizan

en los residuos de arginina del lazo 70-80 (ver Figura 4.2).

Recoleccion de datos

Fuente de RX ALBA BL-13
Longitud de onda (A) 0.97947
Grupo espacial C2

a=69.49A b=72.08A, c=69.84 A

Constantes de celda
a=y=90°pB=97.7°

Resolucién (Ultima capa, A) 32.63-1.69 (1.78 - 1.69)
Numero total de reflexiones 226 944 (18 262)
Numero de reflexiones Unicas 38 178 (5 548)
1/a(1) 13.5(3.9)
Completitud (%) 99.8 (99.5)
Redundancia 3.4(3.3)
Rumerge™® (%) 5.7 (28.8)

Refinamiento y andlisis del modelo
Resolucién (Ultima capa, A) 29.81-1.69 (1.73 - 1.69)
Riactor (%) 18.04 (25.00)
Riree (%) 21.19 (27.00)
Porcentaje de residuos con enlaces erréneos 0.18
Porcentaje de residuos con dngulos erréneos 0.00
S{Ii}‘i:rc;)dg;){amachandran (favorecidos / 97.05 / 0.00
Clashscore (todos los 4tomos) ® 4.43 (percentil 96)||
Puntuacién MolProbity" 1.85 (percentil 67)||

Tabla 4.6 Parametros estadisticos de la calidad de los datos de difraccion y del refinamiento para la trombina-
FPR cristalizada en el grupo espacial C2. Para las definiciones de los pardmetros ver el pie de la tabla 4.5. Iy
percentil 100 es el mejor entre las estructuras de resolucion comparable (1.69 + 0.25 A); el percentil 0 es el peor.

Segun los mapas de densidad electrdnica, el exositio Il (lazo 99 y hélice-a C-terminal)

esta bien definido tanto en la trombina como en la trombina-FPR, y es practicamente idéntico
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en ambas estructuras. En ambas moléculas el lazo 149 (o lazo de autdlisis) no revela densidad
electrdnica, indicando su procesamiento durante la cristalizacidon o, mds probablemente, su alta

flexibilidad.

4.1.4.2 Resolucion de estructuras de trombina libre y trombina-FPR no descritas

previamente en la literatura

En el transcurso de esta investigacion se resolvieron estructuras de trombina similares a
otras reportadas previamente, en algunas ocasiones mejorando las ya conocidas (por ejemplo,
mayor resolucién). En este trabajo presentaremos solamente cuatro estructuras de trombina
en las que los monémeros estan empaquetados de forma tal que forman agregados (dimeros o
tetrameros) no descritos hasta el momento y, por tanto, los cristales correspondientes poseen
dimensiones de celda no reportadas previamente. En la tabla 4.7 se presentan las
caracteristicas bdsicas de estas cuatro estructuras no descritas, obtenidas en presencia de

diferentes fragmentos de sustratos fisiolégicos.

4.1.4.2.1 Tetramero de trombina-FPR perteneciente al grupo espacial P2;, con

dimensiones de celda: 66.5; 124.2; 75.5 (93.8)

Tres de las nuevas estructuras pertenecen al grupo espacial monoclinico (P2;) y la
restante al grupo espacial ortorrémbico (C222,). La primera estructura, un tetramero de
trombina inhibida con FPR, cuyos pardmetros estadisticos de calidad se muestran en la tabla
4.8, se obtuvo por el procesamiento de cristales que crecieron en la condicién Pro-Plex 1-20
(ver epigrafe 3.7 de Materiales y Métodos). El analisis de esta estructura mostré que el
tetramero presente en la unidad asimétrica es estabilizado por extensas interacciones entre las
cadenas ligeras del mondmero AB de la proteinasa serinica con el monémero EF; y del

mondmero CD con el GH (ver Figura 4.5 Ay B).

Las interacciones entre las cadenas ligeras se estabilizan principalmente por los grupos

14D 14H
, Glu

laterales de los residuos Glu®?, Arg , asi como por los residuos Pro®® y Phe?®* de la

cadena pesada de estos monémeros, por ejemplo el grupo guanidinio de la Arg'*° y carboxilato
del Glu™" forman puentes salinos con el grupo carbonilo de Pro®% y amino de Phe?®*
respectivamente. Estas interacciones dan lugar a la formacion de los dimeros AB/EF y CD/GH,
gue interaccionan entre si principalmente a través de las cadenas pesadas de la proteasa para

generar el tetrdmero de trombina. Las interacciones son estabilizadas por residuos cargados y
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mediante las cadenas laterales de los mismos, por ejemplo los residuos GIn®!, Glu'®, pro*®® y
Asp'® del mondmero AB interaccionan con los residuos Lys''°, Lys*®, Asn®’, y GIn*® del
P . . . 116 117 . 126
mondmero CD, respectivamente; y los residuos Asp™ y Tyr~" del monémero CD con la Arg
164
y

del mondémero EF (ver Figura 4.5B). Por ejemplo, los grupos carboxilatos de los residuos Glu

Asp'®® forman puentes salinos con la Lys*® y GIn*®, respectivamente.

Condicion de Resolucion | Grupo Dimensiones de la

cristalizacion (A) espacia| celda unidad (A) Cristal

Trombina-FPR incubada con exceso de FVlllal

a=66.54A b=124.17A,c=75.49 A
a=y=90°p=93.8°

Pro-Plex 1-20 2.49 P2,

a=89.41A b=7749A c=126.29 A
a=y=90°p =109.96°

Pro-Plex 1-18 2.45 P2,

Trombina incubada con exceso de FVIlIla3 R1689Q

a=66.14A b=146.44A, c=68.01A
a=y=90°p=94.2°

Morpheus 1-25 2.29 P2,

Trombina incubada con exceso de FVlllal R372Q

a=90.65A, b=9592A c=14554 A
a=B=y=90°

Morpheus 1-25 2.70 C222,

Tabla 4.7 Caracteristicas principales de los cristales obtenidos en diferentes condiciones de cristalizacién en los
que se resolvieron estructuras de trombina libre o inhibida con FPR con dimensiones de celda no reportadas
previamente. Se indica la condicién de cristalizacion, la resolucién alcanzada, el grupo espacial, las dimensiones de
la celda unidad y una foto del cristal.

Cabe resaltar que esta estructura, aunque era de trombina inhibida con FPR no presenté
densidad electrdnica para el lazo 70-80 del exositio | ni para el lazo 149 (o lazo de autélisis),
mientras que las regiones correspondientes al lazo 37 del exositio | y al lazo 99 del exositio Il si

estan bien definidas por su densidad electrdnica.
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Cadena

Figura 4.5 Estructura de la trombina inhibida con FPR obtenida a partir de un cristal crecido en la condicién de
cristalizacion Pro-Plex 1-20. A. La proteinasa serinica cristalizé en el sistema monoclinico (P2,), con cuatro
moléculas en la unidad asimétrica designadas AB, CD, EF y GH. La hélice-a C-terminal de la cadena ligera de cada
monomero es el elemento central de los contactos intermoleculares que dan lugar a la formacién de dos dimeros
AB-EF y CD-GH. Estos dimeros a su vez son estabilizados por contactos entre residuos de la cadena pesada. B. Vista
detallada de la regidn de interaccion entre las cuatro moléculas de trombina-FPR. Se representan los elementos de
estructura secundaria de las moléculas y se muestran los atomos de C, O y N de las cadenas laterales de algunos de
los residuos situados en la superficie de interaccion de las moléculas. Se muestran algunas de las interacciones
polares y de Van der Waals entre moléculas vecinas, indicando las distancias en angstroms (A).
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Recoleccion de datos

Fuente de RX ESRF ID23-2
Longitud de onda (A) 0.8726
Grupo espacial P2,

a=66.54A b=124.17A,c=75.49 A
o=y=90°p=93.8°

Constantes de celda

Resolucién (Ultima capa, A) 51.51-2.49 (2.62 - 2.49)

Numero total de reflexiones 393 158 (25 501)

Numero de reflexiones Unicas 40 749 (6 237)

1/o(1) 6.2 (3.1)

Completitud (%) 100.0 (99.9)

Redundancia 4.2 (4.1)

Rmerge™ (%) 13.6 (35.8)
Refinamiento y andlisis del modelo

Resolucién (Ultima capa, A) 48.27 - 2.75 (2.82 - 2.49)

Rtactor (%) 25.63 (28.00)

Riree' (%) 32.14 (34.00)

Porcentaje residuos con enlaces erréneos 0.02

Porcentaje residuos con angulos erréneos 0.06

Grafico de Ramachandran (favorecidos / 92.93/0.48

outliers) (%)

Clashscore (todos los atomos) ® 8.43 (percentil 98)||

Puntuacién MolProbity" 2.08 (percentil 93)||

Tabla 4.8 Parametros estadisticos de la calidad de los datos de difraccion y del refinamiento para la trombina-
FPR cristalizada en el grupo espacial P2, a partir de la condicion Pro-Plex 1-20. Al pie de la tabla 4.5 se definen

los parametros utilizados. "EI percentil 100 es el mejor entre las estructuras de resolucién comparable (2.49 +
0.25 A); el percentil 0 es el peor.

4.1.4.2.2 Tetramero de trombina-FPR perteneciente al grupo espacial P2;, con

dimensiones de celda: 89.41; 77.49; 126.29 (109.96)

Esta estructura se obtuvo a partir de cristales que crecieron en la condicién Pro-Plex 1-
18 (ver tabla 4.7 y epigrafe 3.7). Las estadisticas de la recoleccion de datos y el refinamiento de
esta estructura se presentan en la tabla 4.9. La unidad asimétrica contiene un tetrdmero de
trombina-FPR pero en el que los cuatro mondémeros estan ordenados de forma completamente
diferente a la del tetramero descrito en el epigrafe anterior. En esta estructura los cuatro
mondmeros de la unidad asimétrica presentaron densidad electrdnica definida para los lazos 37
y 70-80 que forman el exositio | de la proteinasa, asi como para el lazo 99 correspondiente al

exositio I, pero no para el lazo 149 (o lazo de autdlisis). Como se muestra en la figura 4.6B, los
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residuos Arg”> y Arg77A se orientan hacia el solvente, tal y como se ejemplificé previamente en
la figura 4.4B. Esta estructura puede ser interpretada como un “dimero de dimeros”, en la que
los contactos entre los mondmeros AB y CD, al igual que el EF y GH, interaccionan entre si a
través del exositio | de la trombina, donde los lazos 37 y 70-80 de una molécula de trombina
contactan la regién de la hélice-a intermedia de la proteinasa vecina, por ejemplo, el OH del

127

grupo fendlico de la Tyr76 forma un enlace de hidrégeno con el carboxilato del Glu™’, y los

8 establecen interacciones de Van der Waals. A su vez, los dimeros

residuos GIn*® y Asp'’
formados, AB/CD y EF/GH, estan estabilizados por contactos polares entre el Asp243 de la hélice-
o C-terminal de uno de los dimeros con los residuos Lys'*® y Pro'! de la cadena pesada del

dimero vecino (Figura 4.6B).

Recoleccion de datos

Fuente de RX ESRF ID23-1
Longitud de onda (A) 0.9763
Grupo espacial P2,

a=89.41A b=77.49A c=126.29 A

Constantes de celda
a=y=90, B =109.96°

Resolucién (Ultima capa, A) 59.35 - 2.45 (2.58 - 2.45)

Numero total de reflexiones 422 514 (60 651)

Numero de reflexiones Unicas 56 883 (8 685)

1/o(1) 6.8 (3.4)

Completitud (%) 99.90 (99.8)

Redundancia 7.1(7.0)

Rmerge™ (%) 18.1 (53.2)
Refinamiento y analisis del modelo

Resolucidn (ultima capa, A) 59.35-2.45 (2.51 - 2.45)

Reactor (%) 17.77 (21.00)

Riree' (%) 22.93 (31.00)

Porcentaje residuos con enlaces erréneos 0.05

Porcentaje residuos con angulos erroneos 0.15

Grafico de Ramachandran (favorecidos / 94.37/0.18

outliers) (%)

Clashscore (todos los 4tomos) 6.38 (percentil 99)||

Puntuacién MolProbity” 2.43 (percentil 76)||

Tabla 4.9 Parametros estadisticos de la calidad de los datos de difraccion y del refinamiento para la trombina-
FPR cristalizada en el grupo espacial P2, a partir de la condicion Pro-Plex 1-18. Al pie de la tabla 4.5 se definen

los parametros utilizados. "El percentil 100 es el mejor entre las estructuras de resolucion comparable (2.45 +
0.25 A); el percentil 0 es el peor.
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Hélice
C-terminal

Figura 4.6 Estructura 3D de la trombina inhibida con FPR obtenida a partir de un cristal crecido en la condicion
de cristalizacion Pro-Plex 1-18. A. La proteinasa serinica cristalizd en el sistema monoclinico (P2,), con cuatro
moléculas en la unidad asimétrica designadas AB, CD, EF y GH. Los mondmeros de trombina establecen los
contactos a través de sus cadenas pesadas. B. Vista detallada de la region de interaccidn entre las cuatro moléculas
de trombina-FPR. Cabe destacar las interacciones entre los mondmeros AB-CD 6 GH-EF mediadas por la hélice-a
intermedia y residuos del exositio |, y las interacciones entre las hélices-a C-terminales de un dimero con residuos
de la cadena pesada del dimero vecino. Se muestran los atomos de C, O y N de las cadenas laterales de algunos de
los residuos situados en la superficie de interaccién de los mondmeros, asi como algunas interacciones polares y
de Van der Waals, indicando las distancias en angstroms (A).
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4.1.4.2.3 Tetramero de trombina libre perteneciente al grupo espacial P2;, con

dimensiones de celda: 66.14; 146.44; 68.01 (94.2)

Esta estructura se obtuvo a partir de cristales que crecieron en la condicién Morpheus 1-
25 (tabla 4.7 y epigrafe 3.7). Los parametros estadisticos de calidad de los datos de esta
estructura tetramérica se presentan en la tabla 4.10. El mapa de densidad electrénica mostré
que el lazo 70-80 no esta definido en ninguna de las cuatro moléculas, mientras que en dos de
ellas es visible el lazo 149 completo (mondmeros EF y GH). Las cuatro moléculas de trombina
presentes en la unidad asimétrica interaccionan entre si a través de diferentes regiones de las
cadenas pesadas (ver Figuras 4.7A y B). Asi, los mondmeros AB y CD, establecen contactos a
través de los pocos residuos del lazo 149 definidos por densidad electrénica (por ejemplo,

puentes salinos entre los residuos reciprocos de Lys145 de este lazo y Glu®®).

Recoleccion de datos

Fuente de RX ESRF ID29
Longitud de onda (A) 0.9600
Grupo espacial P2,

a=66.14A b=146.44A, c=68.01 A

Constantes de celda
a=y=90° B =94.21°

Resolucién (Ultima capa, A) 67.83-2.29 (2.42 - 2.29)
Numero total de reflexiones 1270 831 (25 394)
Numero de reflexiones Unicas 53 602 (8 263)
1/o(1) 8.7 (2.7)
Completitud (%) 98.0 (98.6)
Redundancia 3.0(3.1)
Rinerge™ (%) 7.2 (36.3)

Refinamiento y analisis del modelo
Resolucién (Ultima capa, A) 65.96 - 2.29 (2.35 - 2. 29)
Reactor (%) 25.87 (44.00)
Riree (%) 32.02 (46.00)
Porcentaje residuos con enlaces erréneos 0.00
Porcentaje residuos con angulos erréneos 0.11

Gréfico de Ramachandran (favorecidos /

2.1 Vi
outliers) (%) L
Clashscore (todos los 4tomos) 11.83 (percentil 88)||
Puntuacién MolProbity” 2.35 (percentil 72)||

Tabla 4.10 Parametros estadisticos de la calidad de los datos de difraccion y del refinamiento para la trombina
cristalizada en el grupo espacial P2, a partir de la condicion Morpheus 1-25. Al pie de la tabla 4.5 se definen los

parametros utilizados. "El percentil 100 es el mejor entre las estructuras de resolucién comparable (2.29 + 0.25
A); el percentil 0 es el peor.
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Figura 4.7 Estructura 3D de la trombina humana obtenida a partir de un cristal crecido en la condicion de
cristalizacion Morpheus 1-25. A. La trombina libre cristalizo en el sistema monoclinico, con cuatro moléculas en la
unidad asimétrica. Los contactos entre las moléculas vecinas involucran residuos de la cadena pesada de cada
monomero. B. Vista detallada del mondmero AB, destacando las regiones de interaccidon con las otras tres
moléculas de trombina de la unidad asimétrica, designadas CD, EF y GH, respectivamente. Los monémeros AB y CD
de la proteinasa serinica interaccionan a través de los residuos de los lazos 149, mientras que las hélices-a del
monomero AB establecen los contactos con los monédmeros EF y GH. Se muestran los atomos de C, O y N de las
cadenas laterales de algunos de los residuos situados en, o cerca de, las superficies de interaccién de las
moléculas, indicando las distancias en angstroms (A).

Asimismo, el monémero AB interacciona a través de la hélice-a intermedia (Arg®-

LeulZQC)

y la hélice-a C-terminal con el lazo 149 y el lazo 37, respectivamente, del monémero EF.

Entre estas interacciones destacan los contactos polares entre los residuos de Ser'?® y Asp243
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con Trp148 y Ser*®* respectivamente, asi como interacciones hidrofébicas entre Phe?®* y Trp148
(ver Figura 4.7B). Las interacciones entre los mondmeros AB y GH se dan principalmente a
través de las hélices-a intermedias de ambos mondmeros y de los lazos 180 y 220 del
mondémero GH. Estas interacciones se estabilizan a través de puentes salinos entre residuos de
carga opuestas como Arg126 y Arg165, del mondmero AB, con los aspartatos Asp170 y Asp188, del
mondmero GH, respectivamente. Finalmente, los mondmeros EF y GH interaccionan entre si
extensivamente a través de varios lazos de la cadena pesada de la proteinasa serinica (lazos 60,

99, 149y 220).

4.1.4.2.4 Dimero de trombina libre perteneciente al grupo espacial C222;, con

dimensiones de celda: 90.65; 95.92; 145.54 (90.0)

La unidad asimétrica contiene un dimero de moléculas de la proteinasa libre, el cual es
estabilizado por las cadenas pesadas de los mondmeros, especificamente con la hélice-a

12 12
6_ Leu 9c)

intermedia (Arg y la hélice-a C-terminal de uno de los mondmeros que interacciona

con los lazos 149 y 37, respectivamente, de la molécula vecina (Figuras 4.8A y B). Entre estas

204A 148

interacciones destacan contactos hidrofébicos entre Phe , los contactos polares

y Trp

. . 239
entre los residuos de Asp243 y Ser®®: asi como fuerzas de Van der Waals entre la GIn

y la
Pro*’, de los mondmeros respectivos (Figura 4.8B). Cabe resaltar que los contactos de este
dimero son similares a los observados para el dimero AB/EF de la estructura tetramérica
presentada en el epigrafe anterior (4.1.4.2.3, ver Figura 4.7B). En esta estructura dimérica,
ninguno de los dos mondmeros de la unidad asimétrica presenta densidad electrénica definida
para los residuos Lys’ a Ile”® del lazo 70-80. Ademas, Unicamente el monémero CD presentd el
lazo 149 o de autdlisis, el cual es estabilizado por interacciones con el mondmero adyacente
(por ejemplo con la Phe®™ y Trp®). Finalmente, se observé densidad electrénica
correspondiente al lazo 99 en los dos mondmeros presentes en la unidad asimétrica. Las

estadisticas de la recoleccidon de datos y el refinamiento de esta estructura se presentan en la

tabla 4.11.
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C-terminal

Figura 4.8 Estructura 3D de la trombina humana cristalizada en el sistema ortorrombico, obtenida a partir de un
cristal crecido en la condicion de cristalizacion Morpheus 1-25. A. La trombina cristalizd en el sistema
ortorrombico (C222,), con dos moléculas en la unidad asimétrica. Los contactos entre las moléculas de trombina
involucran principalmente a residuos de la cadena pesada de cada mondmero. B. Vista detallada de la regidn de
interaccién entre las dos moléculas de trombina, que involucra las hélices-a intermedia (ArngG-Leumc) y C-
terminal del monémero AB y los lazos 37 y 149 del mondmero CD. Se muestran los dtomos de C, O y N de las
cadenas laterales de algunos de los residuos situados en, o cerca de, la superficie de interaccion de las moléculas,
asi como algunas interacciones polares y de Van der Waals importantes, indicando las distancias en angstroms (A).

114



Resultados

Recoleccion de datos

Fuente de RX ESRF ID29

Longitud de onda (A) 0.9600

Grupo espacial C222,

Constantes de celda a=90.65A,b=9592A, c=145.54 A;

a=B=y=90°

Resolucién (Ultima capa, A) 72.77 - 2.70 (2.85 - 2.70)

Numero total de reflexiones 489 900 (57 203)

Numero de reflexiones Unicas 16 434 (2 458)

1/a(1) 5.7 (2.6)

Completitud (%) 97.8 (95.9)

Redundancia 3.3(3.1)

Rimerge™ (%) 13.3(31.0)
Refinamiento y analisis del modelo

Resolucién (Ultima capa, A) 72.77 -2.70 (2.77 - 2. 70)

Reactor (%) 29.01 (42.00)

Riree' (%) 36.28 (57.00)

Porcentaje residuos con enlaces erréneos 0.14

Porcentaje residuos con angulos erréneos 0.26

Gréfico de Ramachandran (favorecidos / 92.60/1.24

outliers) (%)

Clashscore (todos los atomos) ® 24.79 (percentil 71)||

Puntuacién MolProbity” 2.56 (percentil 67)||

Tabla 4.11 Parametros estadisticos de la calidad de los datos de difraccion y del refinamiento para la trombina
cristalizada en el grupo espacial C222, a partir de la condicion Morpheus 1-25. Al pie de la tabla 4.5 se definen

los parametros utilizados. "El percentil 100 es el mejor entre las estructuras de resolucion comparable (2.70 +
0.25 A); y el percentil 0 es el peor.

4.2.1 Expresion heterdloga de los conectores interdominios FVIllal (330-372),

FVIilla2 (712-740) y FVIlla3 (1649-1689)

Al iniciar la presente investigacidn, partimos de la hipétesis de que los interconectores
de los dominios A1-A2, A2-B y B-A3 del factor VIII de la coagulacién son importantes tanto para
la activacion del cofactor, como para la actividad del FVIII dentro del complejo tenasa (Ver
epigrafe 1.3, Figura 1.2) [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011, Eaton, Rodriguez, et al., 1986,
Newell and Fay, 2007, Yuan, Walke, et al., 2005, Saenko and Scandella, 1997]. Para poder

realizar estudios estructurales de estos dominios aislados se sobreexpresaron y purificaron los
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330 372
)

fragmentos recombinantes correspondientes al conector FVIllal (residuos Pro™"-Arg (Figura

712 740

4.9A), al FVIlla2, que contiene los residuos Asp’ “-Arg’™ (Figura 4.9B) y al FVIlla3 que incluye la

1649 1689 372 373
-Arg -Ser

region Glu (Figura 4.9C). Estos conectores preceden a los sitios de corte Arg

’

Argm—Ser741 v Arglegg—Serlego, respectivamente.

A 330 340 350 360 370 ¥
FAB_HUMANO PQL N
FA8 CANINO POL N
FAB_BOVINO
FAS RATON P
FAB_CERDO

B 710
FA8 HUMANO SEDKNTGHYR
FA8 CANINO SENRNIDDYY
FAS8 BOVINCO SEDRNVGDY
FAS8 RATON DKSTSDYY
FA8_CERDO DRDTGDYY
Hir (54-65)

1650
FAS HUMANO EITRTTIL
FAS CANINO EITVTTL
FAS BOVINO EITLTTF
FA8 RATON ELS--AF
FA8 CERDO DISLPTF

Figura 4.9 Alineamientos multiples de los conectores interdominios del FVIII de diferentes especies de
mamiferos. Se presentan las secuencias de las regiones FVlllal (A), FVIlla2 (B) y FVIlla3 (C). La numeracion
corresponde al FVIII humano maduro. Los residuos estrictamente conservados en cada uno de los conectores se
muestran con fondo verde; otros residuos bien conservados o reemplazados conservativamente estan
sombreados en amarillo. Las regiones ricas en aminoacidos de caracter acido o aromatico se muestran dentro de
un recuadro, y el sitio de corte por la trombina se indica con un tridangulo invertido. En el panel B se presenta la
secuencia del extremo C-terminal de la hirudina (Hir-C) debajo de las secuencias del conector FVllla2
topoldgicamente equivalentes. En C ndtese que el conector FVIIla3 presenta dos regiones diferenciadas ricas en
aminodcidos de cardcter 4cido. Los alineamientos fueron generados con T-Coffee [Notredame, Higgins, et al.,
2000, Poirot, O'Toole, et al., 2003].

4.2.1.1 Sobreexpresion del fragmento FVilial

El vector de expresion para el fragmento FVlllal (330-372), con el que se transformaron
las diferentes cepas de E. coli BL21(DE3), fue construido segun se indica en el epigrafe 3.3 de
Materiales y Métodos. Los primeros experimentos de sobreexpresion del fragmento se
realizaron en medio de cultivo LB con la cepa BL21(DE3) de E. coli a 37 °C, y se evaluaron los
resultados después de la induccidén a las 2, 4,6, 8 y 12 h. Se comprobd que a tiempos superiores
a las 6 horas de induccion no habia un incremento proporcional en los niveles de
sobreexpresién, y ademads se comenzaban a detectar productos de degradacién del conector.

También se realizaron experimentos de expresion en otras cepas E. coli derivadas de BL21 (DE3)
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(BL21 pLysS y BL21 plLysS Star™) para determinar si con ellas aumentaba la cantidad del
fragmento recombinante obtenido. Sin embargo, la sobreexpresién resultd ser similar en las
tres cepas, y en todas ellas el fragmento se expresaba soluble (datos no mostrados).
Consecuentemente, en los experimentos de sobreexpresion que se realizaron de forma

rutinaria durante el transcurso de esta investigacion, se trabajo con la cepa BL21(DE3) pLysS.
4.2.1.2 Extraccion y purificacion del fragmento FVilla1

Una vez extraidas las proteinas solubles con B-PER, el sedimento obtenido tras la
centrifugacion se incubd en tampdn Tris/NaCl conteniendo concentraciones crecientes de urea
para solubilizar las proteinas insolubles y evaluar |la posible existencia de fracciones insolubles
del péptido. En consecuencia con el hecho de que el fragmento sobreexpresado es una cadena
polipeptidica relativamente corta, carente de elementos de estructura secundaria, y con un
notable caracter polar (45% de los residuos), se observd que el fragmento recombinante FVIllal
se encontraba mayoritariamente en la fraccidén soluble. Por tanto, durante las expresiones
rutinarias del FVIllal, Unicamente se trabajé con la fraccidén extraida en B-PER, omitiéndose las
extracciones con urea. El fragmento FVlllal recombinante, se purificé por cromatografia de
afinidad por metal eluyendo de la resina de afinidad con 500 mM de imidazol con un
considerable grado de pureza, como lo demuestra el analisis mediante SDS-PAGE (Figura 4.10).

kDa

50
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20
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Figura 4.10 Analisis por SDS-PAGE de la expresion heterdloga y la purificacidn del conector FVIllal. Se evaluaron
los niveles de proteina expresados durante las 6 horas de induccidn tras afiadir 0.55 mM IPTG al cultivo bacteriano.
Carril 1, marcador de peso molecular (Novex Sharp) cuyas bandas corresponden a 3.5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60,
80, 110, 160 y 260 kDa. En el carril 2 se muestra una alicuota de las células totales; en el carril 3 se visualiza la
fraccién de proteinas no unidas a la resina de afinidad Ni-NTA; en los carriles 4 y 5 se presentan alicuotas de
lavados sucesivos con 30 mM de imidazol; mientras que en los carriles del 6 al 10 se muestran las fracciones de
eluciones sucesivas de la resina con 500 mM de imidazol en tampdn Tris/NaCl, en las que se observa el fragmento
recombinante de interés purificado (indicado con una flecha).
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El rendimiento promedio de recuperacién del fragmento recombinante FVlllal fue de
0.5 mg de proteina a partir de 1 litro de cultivo bacteriano. El producto obtenido fue analizado
de forma rutinaria por espectrometria de masas en modo negativo, identificando la presencia
del fragmento FVIllal y confirmando su pureza, al observar un pico de masa de 6481.55 Da.
Estos analisis de espectrometria identificaron por tanto una forma recombinante que parece
corresponder al fragmento recombinante del FVIllal sulfatado o fosforilado, probablemente en

la Tyr346

. También se detectaron picos adicionales sin ésta modificacién, correspondientes a
fragmentos parciales del conector, que probablemente aparecen por la degradacién causada al

bombardear la muestra con el laser del espectrémetro (Figura 4.11).
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Masa Masa
Posicion Teorica Experimental Secuencia del fragmento recombinante
(Da) (Da)

1-55 6402.7583 6481.551 ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRGSGC

1-50 5899.1487 5898.394 ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIR

2-38 4458.6356 4458.180 SHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVR

Figura 4.11 Verificacion de la identidad del fragmento recombinante FVIllal. Espectro de masas del fragmento
recombinante FVIllal purificado en el que se observa el pico correspondiente a la especie monocargada, con una
relacién masa/carga (m/z) de 6481.55, que coincide con el peso molecular teérico del fragmento sulfatado en la
Tyr346 o fosforilado en alguno de sus residuos de serina, treonina o tirosina (ver Discusion). Aparecen también dos
fragmentos de ruptura del FVIllal que no incluyen esta modificacién quimica. El espectro de masas se obtuvo en
modo lineal con polaridad negativa. En la tabla se indica en itdlica los residuos que corresponden al constructo y se
subraya el residuo Tyr346 que se predice es sulfatado o fosforilado en la proteina natural, segun la herramienta
Sulfinator y NetPhos 2.0 de Expasy (http://web.expasy.org). Las masas tedricas se calcularon con PeptideMass
(www.expasy.org/tools/peptide-mass.html) 6 con mMass 3.9.0 [Strohalm, Hassman, et al., 2008].
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4.2.1.3 Comprobacion de la secuencia del conector FVIllal mediante digestion con

endoproteinasa Asp-N.

La identidad del fragmento purificado se confirmé por espectrometria de masas (MS) de
los fragmentos generados con la endoproteinasa Asp-N, segun el procedimiento indicado en
Materiales y Métodos. Las masas obtenidas se compararon a las masas tedricas segun
PeptideMass de ExPasy [Wilkins, Lindskog, et al., 1997] (www.expasy.org/tools/peptide-
mass.html) y con mMass 3.9.0 [Strohalm, Hassman, et al., 2008]. Se comprobd la presencia de
picos con relaciones m/z correspondientes a las masas tedricas de los fragmentos

monocargados generados (Figura 4.12).
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Masa (mjfz)
. Masa Tedrica | Masa Experimental . .
Posicion Secuencia del fragmento recombinante
(Da) (Da)

1-23 2795.9452 2795.335 ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAE

22-39 2088.8703 2088.054 AEDYDDDLTDSEMDVVRF

40-55 1711.7889 1710.854 DDDNSPSFIQIRGSGC

22-35 1587.5639 1587.875 AEDYDDDLTDSEMD

32-38 789.8923 789.441 SEMDVVR*

Figura 4.12 Verificacién de la identidad del fragmento FVIllal. El fragmento recombinante FVIllal purificado fue
digerido con la endoproteinasa Asp-N y los péptidos resultantes analizados por espectrometria de masas en modo
reflector con polaridad negativa. En el espectro mostrado se identifican los picos correspondientes a las masas que
se indican en la tabla presentada debajo, donde aparecen las masas tedricas calculadas con PeptideMass
(www.expasy.org/tools/peptide-mass.html) y con mMass 3.9.0 [Strohalm, Hassman, et al., 2008]. Se verifico la
secuencia completa del fragmento FVlllal a partir de la posicion 1 (Ala) hasta la 55 (Cys) del fragmento
recombinante. Notese que uno de los fragmentos (marcado con *) parece corresponder al extremo C-terminal de
la forma degradada minoritaria que también se observa en la figura 4.11.
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4.2.1.4 Sobreexpresion y purificacion del conector FVIllal para los estudios de

resonancia magnética nuclear: marcaje con By y B3¢

Segun el tipo de experimento de RMN a realizar se sobreexpresé el conector FVlIllal en
medio de cultivo minimo M9 suplementado con cloruro de amonio-°N, o suplementado
adicionalmente con glucosa-*3C para el doble marcaje del mismo (FVIlla1l-**C*>N) (ver epigrafes
3.3.5.1 y 3.8.1 de Materiales y Métodos). Los resultados de la sobreexpresién y purificacion del
conector al marcado se confirmaron mediante andlisis por SDS-PAGE y la espectrometria de
masas (Figuras 4.13 y 4.14). Una vez purificadas las muestras se dializaron exhaustivamente
contra 25 mM fosfato de sodio pH 6.0, 25 mM NaCl, 500 uM EDTA y 5 mM TCEP antes de

realizar los ensayos de RMN.
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Figura 4.13 Preparacion del fragmento recombinante FVIllal marcado con nitrégeno-15 para estudios de RMN.
El conector interdominios FVIllal se sobreexpresé en medio minimo M9 suplementado con NH,CI. A. Evaluacién
de la purificacion del FVIIlal-15N a partir de la fraccion soluble extraida con B-PER. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: alicuota de células totales, carril 3: proteinas no unidas a la matriz, carriles 4 y 5: lavados
sucesivos con 30 mM de imidazol, carriles 6-8: eluciones con 500 mM de imidazol en tampdn Tris/NaCl. B. Las
muestras dializadas exhaustivamente se evaluaron nuevamente mediante SDS-PAGE y espectrometria de masas,
antes de realizar los ensayos de RMN.

120



Resultados

1-23

5 -

o]
- 24-30
- *f
=
g
£ 2
g 40-55

1 42-55 1

0 'L | " “n ul. L.. L]h kg = L ..IHM

ﬁlfllll i i i ' ll]llll] i " i i 15h0 i i i i 20‘00 i i i i 25|I]I] i ' i i 3IIII]I]
Masa {mfz)
Posicion Masa Teorica L BB 2 ] Secuencia del fragmento recombinante
(Da) (Da)

1-23 2836.06 2836.192 ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAE

40-55 1731.28 1730.715 DDDNSPSFIQIRGSGC

42-55 1499.06 1498.437 DNSPSFIQIRGSGC

24-30 862.80 861.035 DYDDDLT*

Figura 4.14 Verificacion de la identidad del fragmento FVIIlal-®N a emplear en los ensayos de RMN. El
fragmento recombinante FVIllal-"N purificado fue digerido con la endoproteinasa Asp-N y los péptidos
resultantes analizados por espectrometria de masas en modo reflector con polaridad negativa. En el espectro
mostrado se identifican los picos correspondientes a las masas que se indican en la tabla presentada debajo,
donde aparecen también las masas tedricas calculadas con PeptideMass (www.expasy.org/tools/peptide-
mass.html) 6 con mMass 3.9.0. Notese las diferencias en masas con los péptidos equivalentes de la forma
expresada en medio LB. La diferencia con la masa tedrica, en el péptido indicado con el simbolo *, se explica por la
no incorporacion de uno o dos dtomos de “°N en este péptido. Se resalta en itdlica los residuos que corresponden
al constructo.

4.2.1.5 Expresion recombinante del fragmento FVIlla2

En base a los resultados obtenidos con el conector al, se procedid a la expresién de los
fragmentos equivalentes FVIlla2 y FVIlla3, siguiendo un protocolo semejante al desarrollado
para producir el conector entre los dominios A1l y A2. En ensayos preliminares se expreso el
fragmento FVIlla2 en diferentes cepas de E. coli (BL21(DE3), BL21 pLysS y BL21 pLysS Star) y a
temperaturas de 28, 30, 34 y 37 °C durante 6 horas de induccién tras afadir 0.55 mM de IPTG al
medio de cultivo LB. Los mejores resultados se obtuvieron con la cepa BL21(DE3) al inducir a 30
°C durante 6 horas. Sin embargo, al extraer el fragmento del FVIIla2 con el tampdn de lisis (B-
PER suplementado con 1mM PMSF, 1 mM de B-mercaptoetanol y 10 ug/ml de ADNasa |) la
mayor parte del mismo se encontré en la fraccion insoluble. El sedimento obtenido tras la

centrifugacion se incubd en tampdn Tris/NaCl conteniendo concentraciones crecientes de urea
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(2, 4, 6 y 8 M). Al analizar las fracciones correspondientes por SDS-PAGE se observé que el

fragmento de interés se extraia mayoritariamente en 4y 6 M de urea (Figura 4.15A).
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Figura 4.15 Analisis de la expresion y purificacion en batch de las fracciones correspondientes a la
sobreexpresion del conector FVIlla2. Se evaluaron los niveles de proteina expresados durante las 6 horas de
induccidn tras afiadir 0.55 mM IPTG al cultivo de expresion. A. Se observa que el fragmento FVIlla2 se extrae
principalmente en las fracciones de 4 y 6 M de urea. En el carril 1: marcador de peso molecular, en el carril 2:
alicuota de células totales, carriles 3 y 4 alicuotas de extracciones consecutivas en tampdn B-PER, carriles del 5 al
8: alicuotas de las extracciones consecutivas con disoluciones de 2, 4, 6 y 8 M de urea. B. Se analizé la purificacidon
de la fraccion de FVllla2 extraida en urea. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: alicuota de la fraccion de
proteinas no unidas a la resina de afinidad Ni-NTA. En los carriles 3 y 4 se presentan alicuotas de lavados sucesivos
con 30 mM de imidazol, y en el carril 5 se muestra la fraccion de elucién de la resina con 500 mM de imidazol en
tampdn Tris/NaCl/2 M urea, en la que se observa el fragmento recombinante de interés.

4.2.1.6 Purificacion del fragmento FVIlla2

Para la purificacién del fragmento recombinante FVIlla2 se unificaron en un tubo Falcon
(15 mL) las extracciones realizadas con las disoluciones de 2, 4 y 6 M de urea y se purificé la
proteina mediante cromatografia de afinidad en batch utilizando Ni-NTA agarosa (ver
Materiales y Métodos). La muestra final del fragmento FVIlla2 se almacend en tampodn
Tris/NaCl con 2 M de urea, para evitar la precipitacion del mismo. Las fracciones
correspondientes al proceso de purificacién se evaluaron en geles de poliacrilamida al 12%

(Figura 4.15B).

El rendimiento promedio de recuperacién del conector FVIlla2 fue de ~0.2 mg de
proteina a partir de 1 litro de cultivo bacteriano, y las muestras se debieron de mantener en
tampdn Tris/NaCl con 2 M de urea, lo que representa una desventaja para los ensayos
posteriores en los que se requiere trabajar con el conector en su estado nativo, principalmente

para ensayos de cristalizacion.
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4.2.1.7 Sobreexpresion y purificacion del fragmento FVIila3

El fragmento equivalente a la regién a3 que conecta los dominios B y A3 del FVIII se
sobreexpresd y purificod siguiendo un protocolo semejante a los anteriores. La expresion en E.
coli BL21 (DE3) pLysS a 37 °C durante 6 horas dio resultados similares a los obtenidos para el
FVIllal. El pellet bacteriano se descongelé directamente en el tampdn de lisis (B-PER
suplementado con 1 mM PMSF, 1 mM de B-mercaptoetanol y 10 pg/mL de ADNasa ),
obteniéndose la mayoria del fragmento recombinante en la fraccidn soluble y purificAndose por

cromatografia de afinidad por Ni** (ver Figura 4.16).

10
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Figura 4.16 Sobreexpresion y purificaciéon del fragmento recombinante FVIIla3. Comprobacién por SDS-PAGE en
un gel de poliacrilamida (12%) de las fracciones correspondientes a la purificacion del conector a3 del FVIII. En el
carril 1: marcador de peso molecular, Novex Sharp (el peso correspondiente a las bandas se indica a la izquierda
del gel, en kilodaltons). En el carril 2 se muestra una alicuota de las células totales; en el carril 3 se visualiza la
fraccién de proteinas no unidas a la resina de afinidad Ni-NTA; en los carriles 4 y 5 se presentan alicuotas de
lavados sucesivos con 30 mM de imidazol; mientras que en los carriles del 6 al 10 se muestran las fracciones de
eluciones sucesivas de la resina con 500 mM de imidazol en tampon Tris/NaCl, en las cuales se observa el
fragmento recombinante FVIlila3 purificado (indicado con una flecha).

El rendimiento promedio de recuperacion del conector FVIlla3 fue de 0.4 mg de
proteina a partir de 1 litro de cultivo bacteriano. Analisis rutinarios por espectrometria de
masas permitieron verificar la identidad del fragmento y su pureza (Figura 4.17). La especie
monocargada con relacion m/z 6364.44 Da identificada en estos analisis corresponde a la
secuencia del fragmento recombinante; la diferencia de masa con relacién a la tedrica (~80 Da)

1664

sugiere bien la sulfatacion de la Tyr"" o la fosforilacién de alguno de los residuos de serina,

treonina o tirosina (ver Discusion).
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1-54 6284.5350 6364.439 ASHHHHHHGEITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRGSGC

2-54 6209.6900 6289.095 SHHHHHHGEITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRGSGC

Figura 4.17 Verificacion de la identidad del fragmento FVIlla3. Espectro de masas obtenido de la fraccion del
fragmento recombinante FVIlla3 purificado, en el que se observa el pico correspondiente a la especie
monocargada, con una relacion m/z de 6364.44, que coincide con el peso molecular tedrico del fragmento con la
adicién de ~80 Da debidos a una sulfatacion o fosforilacién. También aparece un pico minoritario que corresponde
a lam/z del fragmento FVIIla3 sin el residuo de alanina N-terminal, eliminado probablemente por aminopeptidasas
bacterianas. El espectro de masas se obtuvo en modo lineal con polaridad negativa. Se subraya la Tyr1664, el sitio
mas probable de una sulfatacién o fosforilacion en la proteina natural, segun la herramienta Sulfinator y NetPhos
2.0 de Expasy (http://web.expasy.org/). Se indica en itdlica los residuos que corresponden al constructo.

4.2.1.8 Comprobacion de la secuencia del fragmento FVilla3 mediante espectrometria

de masas

La identidad del fragmento purificado se confirmé analizando mediante espectrometria
de masas (MS) los fragmentos tripticos generados seglin el procedimiento indicado en
Materiales y Métodos. Las masas obtenidas se compararon a las masas tedricas calculadas con
PeptideMass [Wilkins, Lindskog, et al., 1997] (http://expasy.org/tools/peptide-mass.html) y con
mMass 3.9.0 [Strohalm, Hassman, et al., 2008]. Se comprobd la presencia de picos con
relaciones m/z correspondientes a las masas tedricas de los fragmentos monocargados

generados (ver Figura 4.18).
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Figura 4.18 Verificacion de la identidad del fragmento recombinante FVIlla3. La proteina recombinante purificada
fue digerida con tripsina, y los péptidos resultantes analizados por espectrometria de masas en modo reflector con
polaridad positiva. En el espectro mostrado se identifican los picos correspondientes a las masas que se indican en
la tabla presentada debajo, donde aparecen las masas tedricas calculadas con PeptideMass
(www.expasy.org/tools/peptide-mass.html) y con mMass 3.9.0.

4.2.2 Expresion heterdloga de las variantes del dominio extracelular de PAR1,

PAR1, (37-102) y PAR1g (42-102)

El receptor activado por proteasa-1 (PAR1) es un receptor plaquetario muy importante
en el proceso de coagulacién, y es activado por la trombina tras cortar el enlace Arg“—Ser42 en
el dominio extracelular N-terminal (ver epigrafe 1.6), exponiendo un nuevo extremo N-terminal
que interactia con el resto de los lazos extracelulares del receptor. En la figura 4.19 se
presentan alineamientos parciales de la secuencia del ectodominio de PAR1 de varias especies
de mamiferos. Para comprender las bases moleculares de la activacion de PAR1 mediada por la
trombina se expresaron de forma recombinante dos variantes del dominio extracelular de
PAR1, una variante que incluye los residuos Ser*2-Thr'® y que corresponde al fragmento del

receptor luego del corte de activacion (PAR1 Short, PAR1s), y una segunda variante extendida
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N-terminalmente hasta el residuo Thr*’, y que por lo tanto incluye los residuos Ps-P; esenciales

para la formacién del complejo productivo trombina-sustrato (PAR1 Long, PAR1)).

a0v 50 60 70 80 90 100
PAR1_HUMANO TLDPRSELLRNPND-KYE--BFWEDEE--KNESGLTEYRLVSINKSSPLOKQLPAFISEDASGYLTS SW
PAR1_BABUINO MLDBRSELIRNPND-KYE--BFWEDEE--KNESGLTEVRLVSINKSSPLOKPLPARTSEDASGYLTS SW
PAR1_RATON  MVNPRSEFLRNPSENTFELVBLGDEEEEEXNESVLLECRAVYLNISLPPHTPPPPEISEDASGYLTS P

PARl:RATA EPNPRSEFLRNPSEDTFEQFELGDEEE--KNESI PLEGRAVYLNKSRFPPMPPPPEISE DASGYLTS - -
PAR1 HAMSTER EVNPRSEFLRNPGENTFELIBLGDEEE--KNESTLPEGRAIYLNKSHSPPAPLAPELISEDASGYLTSPW
HIR (54-65) GDFEEIE--EEYLQ

Figura 4.19 Alineamientos multiples del dominio extracelular de PAR1 de diferentes especies de mamiferos. La
numeracidn corresponde al PAR1 humano. Los residuos estrictamente conservados se muestran con fondo verde;
otros residuos bien conservados o reemplazados conservativamente estan sombreados en amarillo. La regidn rica
en aminodacidos de caracter acido o aromatico se muestra dentro de un recuadro; cabe destacar que esta region
presenta cierto grado de homologia con la regién C-terminal de la hirudina, GIy54-QIn65, que es la regién del
inhibidor que interacciona especificamente con el exositio | de la trombina (ver epigrafe 1.7.3.1). La secuencia del
extremo C-terminal de la hirudina se presenta debajo de las secuencias del dominio extracelular de PAR1
topoldgicamente equivalentes. El sitio de corte por la trombina se indica con un tridngulo invertido. Los
alineamientos fueron generados con T-Coffee [Notredame, Higgins, et al., 2000, Poirot, O'Toole, et al., 2003].

4.2.2.1 Sobreexpresion y extraccion de la variante PAR1 (37-102) del dominio

extracelular de PAR1

Los vectores de expresidon para las variantes del dominio extracelular de PAR1, PAR1,
(37-102) y PAR1s (42-102) fueron construidos segun se indica en el epigrafe 3.3 de Materiales y
Métodos. En experimentos preliminares, se sobreexpreso la variante PAR1, en las cepas de E.
coli BL21(DE3), BL21 pLysS y BL21 pLysS Star, a una temperatura de 37 °C durante 6 horas. Al
analizar los resultados mediante geles de poliacrilamida al 12%, se observé que las cepas de E.
coli BL21(DE3) eran las que ofrecian mayores niveles de sobreexpresidn. Sin embargo, al
analizar las extracciones realizadas de forma similar a lo indicado en el epigrafe 4.2.1.2, sélo
una parte minoritaria de la proteina recombinante aparecia en la fraccién soluble. Por tanto, en
experimentos posteriores se utilizé la cepa BL21(DE3) y se indujo la expresién a 30 °C durante 6
horas, lo que permitid incrementar la proporciéon del dominio extracelular en la fraccion

soluble.

Una vez extraidas las proteinas solubles en el tampdn B-PER, el sedimento obtenido tras
la centrifugacién se incubd en tampdn Tris/NaCl conteniendo concentraciones crecientes de
urea (2, 4, 6 y 8 M). El fragmento PAR1, se recuperd mayoritariamente en la extraccion

realizada con 2 M de urea (Figura 4.20).
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4.2.2.2 Purificacion de la variante PAR1 (37-102)

La purificacidon del dominio extracelular PAR1, se realizd, de forma similar a la empleada
para los conectores interdominios del FVIII, mediante cromatografia de afinidad en batch
utilizando Ni-NTA acoplado a agarosa (ver Materiales y Métodos). En el caso de las variantes del
dominio extracelular PAR1, y PAR1s la cola de residuos de histidina (6xHis), utilizada para la
purificacién de estos fragmentos, se incluyd en sus extremos C-terminales para reducir posibles
interferencias, por ejemplo con el sitio de corte Arg**-Ser** de trombina ubicado en el extremo
N-terminal de PAR1,. Las fracciones correspondientes a la purificacidon a partir de la fraccion
soluble en B-PER vy la fraccién soluble en 2 M de urea, del dominio extracelular de PAR1,, se
evaluaron en geles de poliacrilamida al 12% (Figura 4.20), revelando que el fragmento se

obtenia con un considerable grado de pureza a partir de esta ultima fraccién.
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Figura 4.20 Sobreexpresion y purificacién del dominio extracelular del receptor PAR1, humano. Se muestran los
resultados de la purificacidon a partir tanto de la fraccion de B-PER como de la de 2 M de urea. Carril 1: marcador de
peso molecular, carriles del 2 al 5: alicuotas del proceso de purificacidn de la fraccién soluble en B-PER (proteinas
no unidas, lavado con 30 mM imidazol, y dos eluciones consecutivas con 500 mM de imidazol en tampdn
Tris/NaCl), carriles del 6 al 10: alicuotas de la purificacion de la fraccion en 2 M de urea (proteinas no unidas,
lavado con 30 mM imidazol, y tres eluciones consecutivas con 500 mM de imidazol en tampdn Tris/NaCl). Se indica
el fragmento PAR1, purificado con una flecha.

El rendimiento promedio del proceso fue de 0.6 mg de proteina recombinante a partir
de 1 litro de cultivo bacteriano. Para comprobar la identidad del fragmento se realizaron
analisis rutinarios por espectrometria de masas que confirmaron la identidad al detectar un

pico correspondiente a una relacion m/z de 8477.6 Da (masa tedrica: 8476.3 Da).

4.2.2.3 Sobreexpresion y purificacion de la variante PAR1 (42-102) del dominio

extracelular de PAR1

La variante PAR1s se sobreexpresd en las cepas de E. coli BL21(DE3), BL21 pLysS y BL21

pLysS Star. Al igual que la variante extendida, los mayores niveles de sobreexpresiéon de PAR1;
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se obtuvieron en la cepa BL21(DE3) a 30°C durante 6 horas. Sin embargo, también en este caso
la mayor parte del fragmento recombinante no es soluble en B-PER. Por ello, el pellet de la
fraccidn insoluble obtenido, tras centrifugacion, se incubd en tampdn Tris/NaCl conteniendo
concentraciones crecientes de urea (2, 4, 6 y 8 M). El andlisis mediante SDS-PAGE reveld que el

fragmento PAR1s se obtenia principalmente en las fracciones de 4 y 6 M de urea (Figura 4.21A).

Se unificaron las fracciones del fragmento recombinante PAR1s extraidas en 2,4y 6 M
de urea y se purificaron mediante cromatografia de afinidad en batch utilizando Ni-NTA
acoplado a agarosa (ver Materiales y Métodos). La muestra final del fragmento PAR1s se
almacend en tampdn Tris/NaCl con 2 M de urea. Las fracciones correspondientes al proceso de

purificacion se evaluaron de forma rutinaria en geles de poliacrilamida, como se muestra en la

figura 4.21B.
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Figura 4.21 Anadlisis de la expresion y purificacion del fragmento del dominio extracelular PAR1;. A. Niveles de
proteina expresados tras 6 horas de induccién con 0.55 mM IPTG. En el carril 1: marcador de peso molecular, carril
2: alicuota de células totales, carriles 3: alicuota de la extraccién en tampdn B-PER, carriles del 4 al 7: alicuotas de
las extracciones consecutivas con disoluciones conteniendo 2, 4, 6 y 8 M de urea. Se observa que el fragmento
PAR1; se extrae en las fracciones de 2, 4 y 6 M de urea. B. Las extracciones de PAR1 con las disoluciones de 2, 4y
6 M de urea se juntaron y posteriormente se incubaron con la matriz de afinidad Ni-NTA agarosa. Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: alicuota de la fraccion de proteinas no unidas; carriles 3 y 4: alicuotas de
lavados sucesivos con 30 mM de imidazol, carriles del 5 al 9: eluciones sucesivas de la resina con 500 mM de
imidazol en tampdn Tris/NaCl/2M urea, en la que se observa el fragmento recombinante de interés purificado.

El rendimiento promedio de la purificacién del dominio extracelular PAR1s fue bajo,
~0.150 mg de proteina a partir de 1 litro de cultivo bacteriano, y las muestras se debieron de
mantener en tampon Tris/NaCl con 2 M de urea, lo que representa una desventaja para los
ensayos posteriores en los que se requiere trabajar con el fragmento recombinante en su

estado nativo, principalmente para ensayos de cristalizacién.

128



Resultados

4.2.3 Estudios preliminares de la formacion de complejos trombina-sustrato

mediante experimentos de desplazamiento de banda (band shift)

La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes o nativas (que es llamada
simplificadamente “en geles nativos”) se emplea cominmente para detectar complejos de
ADN-proteina, ya que la carga negativa del ADN impone un desplazamiento de estos complejos
hacia el anodo, compensando con creces su mayor masa con relacién a la proteina libre. Esta
técnica ha sido usada también de forma rutinaria en nuestro grupo para la deteccion de
complejos de la trombina con inhibidores proteicos derivados de organismos hematoéfagos,
todos los cuales poseen puntos isoeléctricos muy bajos (ver por ejemplo [Macedo-Ribeiro,
Almeida, et al., 2008] y el epigrafe 1.7.3.2 en la Introduccién). En el presente trabajo, se ha
empleado la técnica para revelar la formacién de complejos entre la trombina y los conectores
FVIllal y FVIlla3, asi como con el dominio extracelular del receptor PAR1, partiendo de la
observacion que estos polipéptidos poseen una carga negativa neta a pH neutro-basico que
hard que el complejo trombina-sustrato tienda a migrar mas rapidamente hacia el dnodo que

las moléculas de proteasa libre cuando se someten a una electroforesis en geles nativos.

La formacion de los complejos FVillal-trombina libre y FVIlla3-trombina libre se detectd
mediante electroforesis en condiciones nativas en geles de poliacrilamida Tris-glicina (pH 8.5) o
de HEPES-imidazol (pH 7.4) (ver Materiales y Métodos). En ambos casos se utilizaron geles con
una fase apiladora para conseguir una mejor separacién de las bandas correspondientes al
complejo y a los componentes aislados, obteniéndose mejores resultados con los geles de Tris-
glicina. El punto isoeléctrico (pl) de la trombina se encuentra entre 7.0-7.6 [Lundblad R.L,,
1977], mientras que el pl calculado de los conectores del FVIII (Tabla 3.1 de Materiales y
Métodos) es de alrededor de 4.5, por lo que al aplicar la diferencia de potencial durante un
determinado periodo de tiempo, deberian observarse diferencias en las distancias migradas por
las bandas correspondientes a la trombina sola y a sus complejos. Como se puede comprobar
en la Figura 4.22, mediante este procedimiento se logré demostrar de manera cualitativa la
formacién de complejos estables entre la trombina y los fragmentos FVIllal y FVIlla3. Al mismo
tiempo, en el caso del FVIllal se observa la aparicién de una banda adicional que migra mas
rapidamente en el gel (Figura 4.22A), y que parece resultar de un corte en el residuo Arg336 del
conector por parte de la trombina. Cabe mencionar que este resultado es similar al obtenido

con el conector a3 del factor V en estudios previos realizados por nuestro grupo (datos sin
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publicar), pero el posible significado (pato)fisiolégico de estas observaciones permanece por

explorar.
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Figura 4.22 Demostracion de la formacion de los complejos trombina:-FVillal y trombina-FVilla3 mediante
experimentos de band-shift. Se emplearon geles al 10% de acrilamida nativos preparados con Tris-Glicina, pH 8.5.
A. En los carriles 1y 2 se cargaron 10 y 3 pg del conector FVIllal, en el carril 8, 10 pug de trombina, y en los carriles
del 3-7 se aplicaron diferentes proporciones molares del fragmento recombinante respecto a la trombina (10:1,
5:1, 2:1, 1:1, 0.5:1, respectivamente). Se observa la aparicién de una nueva banda que parece corresponder al
complejo trombina-FVlllal. B. En el carril 1 se cargaron 10 pg del conector FVIlla3, en los carriles 2 y 3:
proporciones molares de 5:1 y 1:1 del FVIlla3: trombina y en el carril 4, 10 ug de trombina. Notese la presencia de
una banda que migra entre las correspondientes a la trombina y al FVIlla3 en el carril 2, y que por tanto parece
corresponder al complejo trombina-FVIlla3.

En el caso del fragmento del dominio extracelular de PAR1 (pl = 5.78) se estudid la
formacién de complejos con trombina libre y con trombina-FPR mediante electroforesis en
condiciones nativas en geles de poliacrilamida Tris-glicina (pH 8.5). Debido a la limitada
resolucién de los geles de poliacrilamida nativos, y/o porque el efecto de la carga negativa extra
aportada por el dominio de PAR1 queda totalmente compensado por la mayor masa del
complejo trombina-PAR1, no se pudieron visualizar de forma reproducible cambios
significativos en la distancia migrada por la trombina (libre o inhibida con FPR) en presencia o
ausencia del dominio recombinante. En la figura 4.23A se presenta evidencia directa de la
generacién del complejo entre la trombina libre y el fragmento PAR1,. Incluso en los casos en
gue no fue posible detectar una banda correspondiente al complejo trombina-PAR1, cambios
notables en la intensidad de las bandas asociados con el fragmento de PAR1 sugieren que este
es capaz de formar un complejo estable con la trombina libre, pero no -o al menos no tan
eficientemente- con la proteasa inhibida irreversiblemente (comparar carriles 2-4 y 7-9 en la

figura 4.23B).
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Figura 4.23 Demostracion de la formacion del complejo trombina:PAR1 mediante experimentos de band-shift.
Se emplearon geles al 10% de acrilamida nativos preparados con Tris-Glicina, pH 8.5. A. En el carril 1 se cargaron
10 ug de trombina, en el carril 2, 10 ug de PAR1, y en los carriles 3 y 4 proporciones molares de 5:1 y 1:1 de PAR1;:
trombina. Se observa la aparicidn de una nueva banda que parece corresponder al complejo trombina-PAR1,. B. En
el carril 1 se cargaron 5 pug de PAR1, en los carriles 5y 6 se cargd esa misma cantidad de trombina libre y de
trombina inhibida con FPR, respectivamente. En los carriles 2-4 se aplicaron diferentes proporciones molares de
PAR1, respecto a trombina libre (5:1, 2:1 y 1:1, respectivamente), y en los carriles 7-9 se aplicaron las mismas
proporciones molares, pero con respecto a trombina-FPR. Se observa una reduccién significativa en la intensidad
de las bandas correspondientes al fragmento de PAR1, en los carriles 2-4, lo que sugiere la formacién del complejo
con la trombina libre. En contraposiciéon, no se observa esta reduccién en los carriles 7-9, indicando la no
formacién de complejo con trombina-FPR.

4.2.4 Basqueda de condiciones de cristalizacion de complejos entre la trombina y

los conectores del FVIIl y el dominio extracelular de PAR1

Las estructuras de cristales del conector FVa2 resueltas previamente por nuestro grupo
[Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011] y los resultados de los experimentos de band shift y
resonancia magnética nuclear obtenidos en esta investigacién, que confirman la interaccion de
los conectores al y a3 del FVII, y de la variante del dominio extracelular de PAR1 con la
trombina, estimularon la busqueda de condiciones de cristalizacion de los complejos
correspondientes. A lo largo de este proyecto, se prepararon en repetidas ocasiones los
complejos que se indican en la tabla 4.12 con el objetivo de identificar condiciones de
cristalizacién en las que queden “atrapados” dichos complejos proteicos. En todos los casos, los
complejos se prepararon con un exceso molar del fragmento recombinante del sustrato en
relacion a la trombina de entre 2:1 y 15:1, tal y como se indicéd en el epigrafe 3.7.1 de
Materiales y Métodos, para favorecer la forma acomplejada de la trombina sobre la proteasa

libre.

La busqueda de las condiciones de cristalizacion de los complejos con los diferentes kits
de cristalizacién se realiz6 manualmente como se indica en el epigrafe 3.7.2 de Materiales y

Métodos. Todos los cristales se obtuvieron en el sistema de gota colgante. (Se prefirié este
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sistema de cristalizacién ya que en experimentos iniciales observamos que los cristales tendian
a adherirse a la superficie de los pocillos al usar el sistema de gota sentada). Los patrones de
difraccién de rayos X de un gran numero de cristales obtenidos en diferentes condiciones de
cristalizacién se procesaron y las estructuras tridimensionales correspondientes fueron
resueltas por reemplazamiento molecular. Sin embargo, la inspeccion de los mapas de densidad
electrénica sélo revelé densidad para la molécula de trombina, y no asi para el fragmento
recombinante del sustrato (ver Anexo 10). Las estructuras de trombina y trombina-FPR

resueltas en esta investigacion son descritas en el epigrafe de Resultados 4.1.4 (ver tablas 4.4y

Fragmentos recombinantes y
mutantes utilizados

4.7).

Variantes de trombina utilizadas

FVillal
FVillal (R372Q)

FVlllal (R372Q, G373P)
FVilla3

FVilla3 (R1689Q)
PAR1,

PAR1, (R42Q)

PAR1, (R42Q, S43P)
FVillal

FVillal (R372Q)

FVilla3

FVilla3 (R1689Q)
PAR1,

PAR1, (R42Q)

Trombina-benzamidina PAR1,

Trombina

Trombina-FPR

Tabla 4.12 Relacion exhaustiva de las combinaciones entre formas de la trombina y sus sustratos utilizadas en
los ensayos de cristalizacion. En el caso de los mutantes de los fragmentos recombinantes se utiliza la
nomenclatura de aminodcidos de una letra para indicar los cambios realizados.

Con el objetivo de atrapar los complejos trombina-sustrato modulando las secuencias de
los sitios de corte y activacion de los mismos, se procedié a mutar los residuos de arginina (R)
en la posicion P; por glutamina (Q), eliminando la cadena lateral cargada de la arginina.
Adicionalmente, se sustituyd también el residuo Py por prolina, atendiendo a la dificultad de las

proteasas serinicas para procesar enlaces Xxx-Pro (ver Tabla 4.12). Finalmente, para dificultar la
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hidrélisis del enlace P;-Py- y favorecer asi la cristalizacién de la trombina acomplejada,
concentramos nuestra busqueda de condiciones de cristalizacién en aquellas donde el pH de la
solucién es < 6.5 (Nétese que la trombina tiene un maximo de actividad entre pH 7.4 - 8.0)
[Fenton, Fasco, et al., 1977]. Esta estrategia nos permitié sobreexpresar y purificar los mutantes
FVIllal (R372Q), FVIllal (R372Q; G373P), FVIlla3 (R1689Q), PAR1, (R42Q) y PAR1, (R42Q; S43P)
para volver a realizar la busqueda de condiciones de cristalizacidon de los complejos de estos
sustratos con la proteinasa. Esta estrategia se vio coronada por el éxito en el caso del complejo

de trombina-PAR1,(R42Q), como veremos a continuacion.

4.2.4.1 Cristalizacion de la trombina en su complejo con la variante del dominio

extracelular PAR1, (R42Q)

El complejo trombina-PAR1(R42Q) cristalizd de forma reproducible en la condicién
Structure Screen 1-18 (0.1 M cacodilato sédico, pH 6.5, 0.2 M acetato sédico, 30% (p/v) PEG 8K.
A partir de esta condicidn se disenaron experimentos para mejorar la calidad de los cristales,
siguiendo la metodologia descrita en el epigrafe 3.7.2.1. Entre otros parametros variamos las
relaciones molares entre el dominio extracelular PAR1(R42Q) y la trombina, la concentracion
final del complejo a dispensar en la placa y/o el volumen inicial de la gota dispensada. Los
resultados de estos experimentos revelaron como paradmetros criticos la relacién molar de 2:1
entre el dominio extracelular de PAR1.(R42Q) y la trombina, y la concentracion final a 2.5

mg/mL del complejo.

Los cristales obtenidos, de aspecto regular y de un tamafio aproximado de 0.1 x 0.1 x0.1
mm (Anexo 9), presentan una gran resistencia mecanica y toleran la adicién de una
concentracion maxima de 20% de glicerol para generar una disolucién crioprotectora. El patrén
de difraccidon de rayos X obtenido evidencié dafios del cristal por radiacidn, pero aun asi fue
posible colectar un conjunto de datos completo de una resolucién media razonable (levemente

inferior a 3 A) (ver Figura 4.24).

4.2.4.2 El dominio extracelular de PAR1 interacciona con la trombina a través de su

regién semejante a la hirudina, Lys’*-Glu®’

Los patrones de difraccion de los cristales del complejo trombina-PAR1,(R42Q) se

obtuvieron utilizando radiacion de sincrotrén en las instalaciones del sincrotron ESRF de
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Grenoble (Francia) (linea microfocus ID23-2 e ID14-4). Se recogieron dos conjuntos de datos, de

200y 160 imagenes cada uno, con los parametros de recoleccién que se indican a continuacion:

Linea ID23-2 Linea ID14-4

Longitud de onda: 0.8726 A 0.9334 A
Transmision: 100% 50%
Tiempo de exposicidn: 5.0s 2.0s
Oscilacién (Ag): 1.5¢ 19
Resolucién de colecta: 2.8A 3.0A

El indexado de los datos permitid establecer que los cristales pertenecen al grupo
espacial monoclinico (C2), y que contienen una molécula de complejo por unidad asimétrica
con un coeficiente de Matthews de 2.70 A® por dalton de proteina, y un contenido de solvente
estimado del 54.4% [Kantardjieff and Rupp, 2003, Matthews, 1968] (ver Figura 4.25A). Estos
datos de difraccién permitieron la resolucidn de la estructura 3D del complejo mediante
reemplazamiento molecular, y en el posterior refinamiento de este modelo se obtuvo que el
98.92% de los residuos se encuentran dentro de las regiones mas favorables o permitidas del
grafico de Ramachandran y el 99.39% de las distancias o angulos no se desvian
significativamente de los valores estdndar, segun el andlisis realizado con MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) (ver Tabla 4.13).

Figura 4.24 Imagenes obtenidas en dos posiciones ortogonales de los espectros de difraccidon de rayos X de un
cristal de trombina-PAR1,(R42Q). A y B corresponden a un cristal del complejo crecido en 0.1 M cacodilato sédico,
pH 6.5, 0.2 M acetato sddico y 30% (p/v) PEG 8K. En A se puede observar un patrén de difraccién de apropiada
calidad, pero en B, la calidad del patrén de difraccidn baja considerablemente. Las imagenes fueron tomadas en el
sincrotron ESRF (Grenoble), en la linea microfocus ID23-2, con un detector MAR/MOSAIC 225 CCD.
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Figura 4.25 Estructura del complejo trombina:-PAR1,(R42Q). A. El complejo cristalizé en el grupo espacial C2, con
una molécula de trombina-PAR1(R42Q) en la unidad asimétrica. B. Mapa de densidad electrénica calculado
después de posicionar la molécula de trombina (se indica como una malla azul). Se observé una densidad
electrdnica clara en la que se modelaron los residuos Lysg’l-GIu57 del fragmento PAR1, (representados como sticks
[cédigo de color: C, amarillo; N, azul; O, rojo). La molécula de trombina se representa en color turquesa, y se
destacan en representacion de stick los residuos Phe®, Arg67 y Arg75-Arg77A. Figuras generadas con PyMol (DelLano
Scientific LLC, San Carlos, California, EEUU).
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Recoleccion de datos

Fuente de RX ESRF ID23-2
Longitud de onda (A) 0.8726
Grupo espacial C2

a=12545A b=51.47A,c=62.13A;

Constantes de celda
a =90.00°, B = 98.80°, y = 90.00°

Resolucién (Ultima capa, A) 47.54 - 3.00(3.16 — 3.00)
Numero total de reflexiones 85 629 (7 141)

Numero de reflexiones Unicas 7650 (1 148)

I/a(1) 12.4(3.5)

Completitud (%) 99.95 (95.5)
Redundancia 6.2 (6.2)

Rimerge™ (%) 10.1 (46.8)

Refinamiento y analisis del modelo

Resolucién (Ultima capa, A) 40.62 — 3.00 (3.078 — 3.000)
Riactor (%) 20.76 (28.00)

Riree' (%) 26.84 (36.00)

Porcentaje residuos con enlaces erréneos 0.26

Porcentaje residuos con angulos erréneos 0.35

Grafico de Ramachandran (favorecidos / 93.53/1.08
outliers) (%)

Clashscore (todos los 4tomos) 30.9 (percentil 81)||
Puntuacién MolProbity" 2.50 (percentil 94)||

Tabla 4.13 Parametros estadisticos de la calidad de los datos de difraccion y del refinamiento para el complejo
Trombina-PAR1,R42Q.

*Rmerge = ZZi [I(hy) - <I(h)>| / ZgZ; I(hy), donde () es la intensidad de la reflexion h determinada para la
medida i, y <l(h)> es el valor medio.

"Riactor = Z(|Fobs| - |Feac]) / Z|Fobs|, donde |Fops| ¥ |Fearc| son las amplitudes del factor de estructura observado y
calculado, respectivamente.

IRfree: Riactor calculado para un set de prueba seleccionado al azar que comprendia un 5% de las reflexiones
totales y que fue excluido del refinamiento.

§Clashscore es el nimero de solapamientos estéricos graves (> 0.4 A) por 1000 4tomos.

|EI percentil 100 es el mejor entre las estructuras de resolucion comparable (3.00 + 0.25 A); y el percentil 0 es el
peor.

ﬂLa puntuacién MolProbity se define como 0.42574*log(1+clashscore) + 0.32996*log(1+max(0,%RotOut-1)) +
0.24979*log(1+max(0,100-%RamaFavored-2)) + 0.5, donde %RotOut es el porcentaje de los rotdmeros de cadena
lateral no validos y %RamaFavored es el porcentaje de los residuos en las regiones favorecidas del diagrama de
Ramachandran.

La inspeccidn de los mapas de densidad electrénica generados tras situar la molécula de

la proteinasa en la unidad asimétrica revelé inmediatamente densidad electrénica adicional
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cerca del area del exositio I, en la que el péptido Ly551—GIu57 del dominio extracelular del PAR1
humano pudo ser modelado (Figura 4.26). El andlisis estructural mostré que la cadena lateral
de la Try52 de PAR1 estd completamente anclada en el exositio | de la trombina, ocupando un
bolsillo hidrofébico formado por atomos tanto de la cadena principal como de las cadenas
laterales de los residuos Phe®*, Leu?, Arg67, Arg73 y Thr’*. En particular, los &tomos de carbono
del anillo fendlico del residuo Try>* (PAR1) se localizan entre 3.7 y 4.3 A del anillo bencénico de
la Phe®, lo que ilustra la fortaleza de las interacciones de Van der Waals entre estos residuos
(Figura 4.26), también se evidencia un enlace de puente de hidrégeno entre el grupo fendlico

dela Try52 y el grupo guanidinio de la las Arg73.

Figura 4.26 Vista detallada de la region alrededor del exositio | de la trombina en el complejo
trombina-PAR1,(R42Q). La secuencia similar a la hirudina mas proxima al extremo N-terminal de PAR1, Ly551-GIu57,
se une a lo largo del exositio | de la trombina. Se muestran en sticks residuos del lazo 70-80 de la trombina y las
cadenas laterales de la Phe® y la Arg67. El mapa de densidad electrénica adicional correspondiente al PAR1 se
indica como una malla azul. Los residuos de PAR1 se colorean en amarillo (carbono) y los de la trombina en color
turquesa (carbono); en ambas moléculas el nitrégeno se representa en azul intenso y el oxigeno en rojo. Las
interacciones electrostaticas entre residuos se indican mediante lineas amarillas discontinuas.

Interacciones polares entre ambas moléculas contribuyen a la estabilidad del complejo,
ademas, participan en interacciones importantes para la estabilizacién del receptor PAR1 en el

exositio |, el residuo Glu> con la formacién de dos enlaces de hidrégeno, uno a través del
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atomo de nitrégeno de la cadena principal con el grupo carbonilo de la Thr’* de la trombina; y
el segundo, a través del grupo carboxilato con el &tomo de nitrégeno de la cadena principal del
residuo de Tyr76. Mediante fuerzas de Van der Waals, la Phe’ interacciona a través del anillo
bencénico y del grupo carbonilo, con el grupo guanidinio de la Arg® (3.6 A) y con el anillo
fendlico de la Tyr’® (3.7 A), respectivamente. Mientras que las cadenas laterales del residuo

Glu®” de PAR1 y el residuo Arg’’* de la proteinasa presentan interacciones polares entre si.

Desafortunadamente, pese a la resolucion obtenida, las limitaciones por el
empaquetamiento cristalino impiden definir el recorrido seguido por el resto del dominio
extracelular de PAR1 a lo largo de la superficie de la trombina para posicionar el sitio de corte,

Arg*%-Ser®, en el centro activo de la proteinasa.

4.2.5 Andlisis de la interaccion del conector FVIIIal con la trombina y el factor X

mediante resonancia magnética nuclear

Para analizar cualitativa y cuantitativamente las interacciones entre los conectores del
FVIIl y la trombina utilizamos espectroscopia mediante resonancia magnética nuclear (RMN) de
proteinas. Como se menciond en el epigrafe 3.8 de Materiales y Métodos, algunos ntcleos
atomicos sometidos a un campo magnético externo absorben radiacion electromagnética a una
determinada radiofrecuencia que depende del entorno de estos nucleos, lo que permite en
ultima instancia determinar la estructura de dicha molécula. Entre los nucleos atémicos mas
importantes para la RMN de moléculas orgdnicas, y que se utilizaron en estos estudios segun la

necesidad, estan el 'H, el *Cy el °N (epigrafe 3.8.1).

4.2.5.1 Estudios preliminares de la interaccion entre el fragmento recombinante
FVilla1-">N con la trombina mediante resonancia magnética nuclear

Para obtener resultados éptimos en los ensayos de RMN de proteinas se deben de tener
en cuenta diferentes variables, la primera de ellas es reducir la sefial que generan los protones
del agua (*H); para ello a las muestras a estudiar se les afiade un 15% (v/v) de agua deuterada
(*H,0), reduciendo asi la sefial de fondo debida al solvente. La segunda variable de gran
importancia es el mantenimiento del mismo tampdn (composicién y pH) y de un volumen
constante de muestra, dado que pequefias variaciones de estos pardmetros pueden generar

cambios espurios en los patrones de resonancia obtenidos. Por esta razén, las muestras a ser
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usadas en ensayos de RMN fueron dializadas exhaustivamente contra el tampdén 25 mM de

fosfato de sodio, pH 6.0, 25 mM NaCl, 500 uM EDTA y 5 mM de TCEP.

Como primer paso en nuestros estudios determinamos la concentracion mdxima a la
que el FVIllal-">N se comporta como una especie monodispersa. Con este objetivo, realizamos
varios ensayos monodimensionales de protdn (*H) del FVIIal->N a concentraciones
decrecientes desde 850 hasta 100 uM. Estos ensayos preliminares permitieron determinar que
la concentracidn éptima del fragmento recombinante era de 200 uM (datos no mostrados). A
continuacién, en ensayos de correlacién de dos dimensiones 'H-°N (o HSQC 'H-"°N) se
establecié la temperatura a la que se observa una mayor dispersidon de las resonancias del
protén amida (*H) correlacionadas con las del nitrégeno-15 de los enlaces peptidicos de los
diferentes residuos del conector FVIllal-°N. Se evaluaron temperaturas desde 5 hasta 25 °C,

obteniéndose los mejores resultados a 5°C (Figura 4.27).
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Figura 4.27 Espectro preliminar de correlacion 'H-N del fragmento FVIlla1l-"°N. Patrén de dispersion de las
resonancias del proton amida y del nitrogeno de los enlaces peptidicos del FVIlla1l-">N a una concentracién de 200
UM y a 5°C. El espectro de resonancias HSQC H-EN (Heteronuclear Single Quantum Correlation) se obtuvo en un
espectrometro Bruker DMX 500 MHz. Los espectros fueron procesaron con NMRPipe y se visualizaron e
interpretaron con NMRViewJ (ver epigrafe 3.8.2 en Materiales y Métodos).

Una vez obtenido el espectro de correlacion 'H-BN - del fragmento FVIIlal-N, se
registraron espectros adicionales del mismo en presencia de 20 y 40 uM de trombina libre, para
evaluar asi la viabilidad de la técnica para estudiar las interacciones trombina-sustrato (Figura

4.28). Al comparar los espectros HSQC 'H-BN del fragmento FVIllal-°N aislado con los
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obtenidos en presencia de trombina se evidenciaron cambios notables en el desplazamiento
qguimico (chemical shifts) de algunas de las resonancias (Figuras 4.27 y 4.28). En particular,
algunas de las sefiales de resonancia cambiaron de intensidad mientras que otras se
desplazaron de forma notable, sugiriendo la existencia de residuos especificos del FVlllal que
interaccionan con la trombina (Figura 4.28). El cambio de intensidad de algunas de las sefales
de resonancias se explica debido a que la amplitud de las sefiales de resonancia de una
molécula relativamente pequena libre en solucién, -en este caso, el fragmento FVlllal-, es
mayor que cuando esta interacciona con una macromolécula, como la trombina [Lane and
Lefevre, 1994]. La formacién de un complejo de un peso molecular mucho mayor conduce al
ensanchamiento de algunas de las sefiales, lo que conlleva a una reduccién de su amplitud e

intensidad, y puede conducir incluso a la desaparicion de la sefial en el espectro de correlacion.
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Figura 4.28 Cambios en los espectros de correlacién "H-"°N del fragmento FVIlla1l-°>N en presencia de trombina.
Se muestran los espectros HSQC 'H-"N del FVIIlal-"°N a 200 UM obtenidos en presencia de 20 (A) y 40 uM (B) de
trombina. Nétese que al aumentar la concentracion de trombina en la muestra una buena parte de las sefales de
resonancia desaparecen, pero algunas de ellas incrementan su intensidad. Como se vera en la siguiente figura, las
sefiales que incrementan su intensidad son debidas a desplazamientos quimicos notables.

Una de las caracteristicas importantes de la interaccién entre el conector FVIllal y la
trombina, que se deriva del analisis detallado de los espectros HSQC 'H-N, es que el
intercambio quimico (chemical exchange) de las resonancias entre este fragmento del FVIII libre
y unido a la trombina es lento. En efecto, si el intercambio entre el FVIllal libre y el unido a la
trombina fuese rapido, deberia aparecer una sefial de resonancia en una posicién intermedia
entre las correspondientes a estas dos conformaciones extremas. Sin embargo, esto no se
observa, en cambio la intensidad de algunas de las sefales de resonancia del FVlllal libre

disminuyen y las sefales del conector acomplejado solamente incrementan su intensidad al
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aumentar la concentracidon de trombina, sin percibirse ningin desplazamiento quimico lineal
unidireccional de las mismas (Figura 4.29). Estas observaciones confirman que el intercambio

entre el FVIllal libre y unido a la trombina es lento.
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Figura 4.29 Formacion del complejo trombina-FVIllal estudiada por RMN. La figura muestra la superposicién de
los espectros HSQC 'H-*N del fragmento FVIlla1-"N libre a 200 UM (en azul) y en presencia de 20 uM de trombina
(en rojo), colectados en un espectrémetro Bruker DMX 500 MHz. Se evidencia la reduccién de la intensidad de
algunas sefiales del espectro en presencia de la trombina. Algunos de los desplazamientos quimicos mds evidentes
se indican con flechas

4.2.5.2 Efecto de la ocupacion del sitio activo o del exositio | en la interaccion entre

el FVIlla1-*>N con la trombina

Los resultados preliminares de los ensayos de RMN mostraron cambios significativos
entre los espectros de resonancia del FVIllal libre y en presencia de la trombina, confirmando
asi que ambas moléculas interaccionan entre si. Una vez verificado este punto, decidimos
repetir los ensayos HSQC 'H-BN del fragmento FVIIlal- N descritos mds arriba en un
espectrometro Bruker Avance lll de 600 MHz con los siguientes objetivos (1) obtener espectros
de mayor resolucidn, (2) analizar las consecuencias de bloquear el sitio activo de la trombina
con FPR o el exositio | con el péptido C-terminal (Gly>*-GIn®®) de la hirudina (Hir-C) en la
interaccidon trombina-sustrato (ver epigrafe 3.8.2 en Materiales y Métodos). Adicionalmente,
planificamos ensayos para (3) evaluar una posible interaccién entre el FVillal y el Factor X

segun lo reportado en la literatura (ver epigrafe 1.5.3 en Introduccién).
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Los ensayos HSQC 'H-°N del fragmento FVIIlal->N en presencia de 20 y 40 uM de
trombina, realizados en el espectrometro de 600 MHz confirmaron los resultados previamente
obtenidos en el equipo de 500 MHz y permitieron obtener espectros HSQC '"H-"N con
resonancias mejor resueltas (comparar Figura 4.29 vs 4.30), sobretodo en la regién central de

los espectros.
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Figura 4.30 Superposicion de los espectros HSQC *H-"°N del fragmento FVIlla1-"*N libre y en presencia de 20 uM
de trombina. Se presenta el patron de las sefiales de resonancia colectadas en un espectrémetro Bruker Avance
600 MHz, del FVIlla1-"N libre (en azul) y en presencia de 20 uM de trombina (en rojo). Se evidencia una mejora en
la dispersion y resolucién de las resonancias, que permite en principio asignar los residuos aminoacidicos del
FVIllal correspondientes a resonancias especificas. Los espectros fueron procesados con NMRPipe y se
visualizaron e interpretaron con NMRViewJ y CARA (ver epigrafe 3.8.1 en Materiales y Métodos).

Por el contrario, en los ensayos HSQC *H-">N del FVIllal-">N (200 puM) realizados en
presencia de 20 uM de trombina a la cual se le afiadid previamente un exceso del péptido Hir-C
no se observaron cambios significativos con relacidn al espectro del fragmento FVlllal libre
(Figura 4.31), indicando que en presencia de Hir-C, el FVlllal parece no interaccionar con la
proteinasa. Tampoco se observaron cambios significativos con relacion al espectro de
resonancias del fragmento FVlllal libre en los experimentos HSQC *H-°N de 200 uM del
fragmento FVIIlal-N en presencia de 10, 20 y 40 uM de trombina inhibida irreversiblemente
con FPR (Figura 4.32A), indicando que el FVIllal no interacciona con la trombina-FPR, al menos
en las condiciones de estos ensayos. Finalmente, los espectros HSQC 'H-*N de 200 MM del

fragmento FVIllal-">N aislado y en presencia de 10 y 20 pM del Factor X, resultaron muy
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similares (Figura 4.32B), indicando que el conector FVIllal no interacciona con el factor X, al

menos en estas condiciones experimentales.
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Figura 4.31 Superposicion de los espectros HSQC 'H-N del fragmento FVIIla1l-*N libre y en presencia de 20 pM
de trombina previamente incubada con un exceso del péptido C-terminal de la hirudina. Nétese la ausencia de
diferencias significativas entre los espectros de resonancias entre el fragmento FVlllal libre (azul) y en presencia
de 20 uM de trombina-Hir-C (amarillo).
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Figura 4.32 Superposicion de los espectros HSQC ‘H-"°N del fragmento FVIllal-"°N libre y en presencia de 40 uM
de trombina inhibida con FPR (A) y de 20 uM del Factor X (B). En ambos casos, los resultados muestran que no
hay diferencias significativas entre los espectros de resonancia del fragmento FVIllal libre (azul) y los espectros
equivalentes en presencia de trombina-FPR (lila) y FX (verde).
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4.2.5.3 Asignacion de las resonancias del fragmento recombinante FVIllal libre y en
complejo con la trombina mediante experimentos de triple resonancia a través de

proton

Una vez comprobada la interaccién del fragmento recombinante FVIllal con la trombina
libre, mediante espectros bidimensionales TH-2N, procedimos a asignar las resonancias del
esqueleto de carbonos a y B del conector a partir de experimentos de triple resonancia del
fragmento doblemente marcado, tanto con carbono-13 como con nitrégeno-15 (ver epigrafe
4.2.1.4). Para la asignacién de las resonancias con estos experimentos se requiere una alta
resolucidn, y por ello se utilizd un espectrémetro Bruker Avance 600 MHz y el fragmento
FVIIla1-*C*™N. Para disminuir la duracién de los experimentos de resonancias en los ensayos
tridimensionales se trabajé con concentraciones absolutas de 400 uM de FVlllal y 40 uM de

trombina.

Se realizaron experimentos estdndares de triple resonancia HNCO, HNCA, HN(CO)CA,
HNCACB y CBCA(CO)NH (ver Materiales y Métodos, epigrafe 3.8.2), que permitieron la
asignacion de las resonancias del fragmento FVlllal, tanto libre como en presencia de la
trombina. El proceso de asignacion se logré cruzando la informacién recolectada de cada uno
de los experimentos 3D, que permitieron obtener los valores de desplazamiento quimico de los
carbonos a y B, del grupo carbonilo, del grupo amino y del protén de las resonancias presentes
en los espectros, y comparando con los valores de desplazamiento quimico de los aminodcidos
conocidos y depositados en la Base de Datos de Resonancias Magnéticas (ver Materiales y
Métodos). Esto a su vez permitié asignar a determinadas resonancias los residuos del FVIllal
doblemente marcado, a través de la herramienta StripScope del software CARA (ver Anexo 11y
epigrafe 3.8.2 de Materiales y Métodos). La informacién de los residuos asignados del FVIllal-
BCN libre y en presencia de trombina, asi como la tabla con los valores de los
desplazamientos quimicos observados correspondientes se presentan en los Anexos 12 y 13,
respectivamente.

De esta forma, mediante resonancia de protones se logré asignar la casi totalidad de los

332 342

residuos correspondientes a la secuencia del FVIllal, con la Unica excepcion de Glu™ y Glu™,
debido probablemente al solapamiento de las sefiales de resonancia. Por supuesto en estos
experimentos tampoco se pueden asignar las prolinas, debido a que carecen de protones

amidas en los enlaces peptidicos (Figuras 4.33 y 4.34). Finalmente, se identificaron seis
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resonancias (Figura 4.33; coordenadas: 8.6 ppm H y 120 ppm N) gue se ajustan a los valores
de desplazamiento quimico de las histidinas, y que corresponden a la cola 6xHis utilizada
durante el proceso de purificacién del fragmento. Sin embargo, solamente se asignd una de
ellas dada la dificultad de identificar el orden de residuos iguales y consecutivos, y la
irrelevancia de esta regién para las interacciones con la trombina. La regidn mas densa del
espectro de la figura 4.33 (en recuadro) se amplia en la figura 4.34 para una mejor visualizacién

de los residuos asignados.

G375  — 1
—_— G373
F112
5373 $367
5374 Y s
$353 $365 _
N340 N364 118
N339 —
£344 M355
Q334 H324 <— Esal V335 ya46 V357 E
- s E331 ﬁ -_ = - 120 &
- - R336 _Z
— Faﬁoi';:ﬁ'n?m < e €376 r12 3
1371 zs | F368 —
s 1335 1369
- Q370 A243 - 124
= V358 |
R372 R359 126
128
130

L R S B S B S B S B S B S S S B e e e B e

870 860 850 840 830 820 810 800 790  7.80 770 7.60
'H (ppm)

Figura 4.33 Asignacién mediante protén amida (‘H) de los residuos del fragmento FVllla1 correspondientes a las
resonancias en el espectro HSQC *H-""N. La numeracién corresponde a la del FVIIl humano maduro. Los residuos
asignados se muestran junto a las sefales de resonancia correspondientes. Sin considerar las prolinas, que no son
detectables mediante protén amida, solo dejaron de asignarse dos residuos correspondientes a la secuencia del
FVIllal. Se resalta con un recuadro la zona que se amplia en la Figura 4.34. Los residuos en jtdlica (del 322-329 y
del 373-376) no corresponden al FVIllal humano, sino al constructo utilizado para la expresion del fragmento
recombinante.

145



Resultados

F120.0
-120.5

F121.0

5N {ppm)

r121.5
F122.0

F122.5

8.275 8250 8225 8200 8175 8.150 8.125 8.100 8075 8050 8.025 8000 7.975 7.950
H (ppm)

Figura 4.34 Asignacién de los residuos del fragmento FVIlla1->C*°N correspondientes al recuadro indicado en la
figura 4.33. La numeracion corresponde a la del FVIII humano maduro. Se indican los residuos del fragmento
recombinante FVIllal asignados junto a las sefiales de resonancia correspondientes.

De forma similar, se logré asignar practicamente la totalidad de los residuos del

fragmento FVIIla1l-C™N en presencia de trombina mediante protén amida (Figura 4.35; la
region mas densa del espectro, indicada con un recuadro, se amplia en la figura 4.36). Es

interesante destacar que se observd una reduccion de la intensidad de algunas de las sefales

7 369

e lle™), e incluso la desaparicién de las resonancias

de resonancia (por ejemplo, Ser®
correspondientes a cuatro residuos (Met®®, 11e37, Arg372 y Gly373), a pesar de que las
resonancias de estos residuos son perfectamente discernibles en los espectros del conector
libre (Figura 4.33). La no deteccién de las resonancias correspondientes a estos residuos en
presencia de trombina es muy probablemente debida al ensanchamiento de la sefial, e indica

gue interaccionan con una afinidad particularmente elevada con la trombina.

Con la asignacién de los residuos del fragmento FVIllal libre y en presencia de trombina,
la superposicién de los espectros ‘H-°N permite determinar sin ambigiiedades aquellos
residuos cuyas resonancias experimentan desplazamientos notables (de hasta 0.4 ppm en el
caso de las resonancias de protones; figura 4.37). Estos residuos se analizardn posteriormente

con un conjunto de experimentos de adicionales de correlacién *C-°N (epigrafe 4.2.5.4).
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Figura 4.35 Asignacion mediante protén amida (1H) de los residuos del fragmento FVIIla1l-*c®N en presencia de
trombina a partir de las resonancias en el espectro HSQC 'H-N. La numeracién corresponde a la del FVIII
humano maduro. Los residuos del fragmento recombinante del FVIllal asignado se indican junto a las sefiales de
resonancia correspondientes. Cuatro residuos (Met337, e, Arg372 % G/y373) asignados en el FVIlla1-C*™N libre no
son detectados en este caso, debido al ensanchamiento de las sefiales correspondientes. Se marca en un recuadro

la zona que se amplia en la Figura 4.36.
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Figura 4.36 Asignacion de los residuos del fragmento FVIIIa1-*Cc™*N en presencia de trombina correspondientes

al recuadro indicado en la figura 4.35. La numeracion corresponde a la del FVIII humano maduro. Se indican los
residuos del fragmento recombinante FVIllal asignados junto a las sefiales de resonancia correspondientes.

147



Resultados

F110
G375 -
™= G373 I
- F112
- T351 114
5367 B i
5371 € oo —— - mmmmmmm - — - 5374 = F
L= == -
5323 353 F116
5365
e 3
N240 N340 N3e4 118
234 E331 N330 % Vaso rE
--; MF . ,,%’ _— r120 &
- "R336 r z
= C376 122 =
347 D e
,,,,,,,,,, 338 13710347 -=8=~ F368 _
T -: a0 13 - . 1369
ffonene = —370 A34: A343 ‘\\ Le=c 124
K338 = R —— . L
p— R350 |, V358 ~ L
R372 . A\R336 126
F128
\\-A Q‘%;O 130
870 860 850 840 830 820 810 800 790 78 770
'H (ppm)

Figura 4.37 Superposicién de los espectros HSQC ‘H-"°N del fragmento FVIlla1->C*°N libre y en presencia de
trombina. Se presenta el patrén de las sefiales de resonancia colectadas del FVilla1l-*C®N libre (en azul)
superpuesto en el patron obtenido en presencia de trombina (en rojo), a una relacién molar FVlllal:trombina de
10:1. La numeracién corresponde a los residuos del FVIIIl humano maduro. Los desplazamientos de las resonancias
mas evidentes se indican con flechas de linea punteada, y se destaca los residuos desplazados en color rojo.

4.2.5.4 Confirmacion de la asignacion de las resonancias del fragmento recombinante
FVillal libre y en complejo con la trombina mediante experimentos de triple

resonancia a través de carbono

La asignacién de las resonancias del esqueleto de carbono de la cadena principal del
fragmento FVIllal mediante protén (*H) se confirmé mediante ensayos utilizando las
resonancias de los dtomos de '*C. Antes y durante el desarrollo de los experimentos se
realizaron andlisis de control para evaluar la calidad y el comportamiento de la muestra,
incluyendo experimentos mono (*H) y bidimensionales (*H-N y *H-C), obteniéndose
resultados idénticos a los conseguidos en los ensayos previos de RMN (datos no mostrados).
Una vez comprobada la calidad de las muestras del FVIllal->*C'°N, se realizaron los
experimentos bidimensionales de correlacion B3cO->N (CON). Estos experimentos son similares
a los ensayos de correlacién HSQC *H-°N, pero en ellos se correlaciona el nitrégeno del grupo
amino del residuo i (*’N;) con el carbonilo del residuo precedente (**C..1) [Takeuchi, Heffron, et

al., 2010]. La evaluacidn preliminar de los experimentos CON del fragmento FVlllal libre y en
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presencia de trombina demostré que las sefiales de resonancia del conector FVilla1l-2c®N

varian en presencia de trombina (Figura 4.38), confirmando los resultados del epigrafe anterior.

Fiil
- : =
- 111 . o
o G- -
- Fi14
- 14 o
- - = ==
- =
- Stes
- a7 e
- - b L] .
- - - - o O o (-3 . rizo
-=_ - k120 Y o@: N =
- el = ® = =
- T - = - _ ° ST e = - s §
- H2 B o &
- a . e o =
- a -]
- = = g 3
- = L rizs ¥
-
19 Fi29
-
lin Fi32
A 135 B F135
- - a8 -
- k138 - [138
178 17 17% 175 174 173 172 1 170 17 176 s T 173 1= 7 70
B¢ (ppm) C (ppm)

Figura 4.38 Espectros de correlacion c0-"N (CON) del fragmento FVIllal libre y en presencia de trombina. En A

se presenta el patrén de las sefiales de resonancia colectadas del FVilla1-">C™N libre (en azul) y en B la resonancia
del FVIlla1-*C*N en presencia de trombina (en rojo), a una relacién molar de 10:1 (400 uM: 40 uM). Los espectros
fueron procesados con NMRPipe y se visualizaron e interpretaron con NMRView) y CARA (ver epigrafe 3.8.2 en
Materiales y Métodos).

Para la asignacién mediante *C se realizé un conjunto de experimentos de doble (CACO,
CBCACO) y de triple resonancia (CBCACON y CBCANCO), en un espectrémetro Bruker
UltraShield 700 MHz con una sonda CPTX03 calibrada para carbono-13 (ver Materiales y
Métodos, epigrafe 3.8). La asignacidon de los residuos a las resonancias correspondientes del

BN libre y en presencia de trombina se realizé utilizando la informacién

fragmento FVIllal-
cruzada colectada de cada uno de los experimentos para asignacién mediante °C, y se
corroboré con los experimentos previos de asignacion mediante 'H. Los valores de
desplazamientos quimicos observados en los espectros de doble y triple resonancia
correspondientes se confirmaron con los valores de desplazamiento quimico de los
aminodcidos de la Base de Datos de Resonancia Magnética (ver Materiales y Métodos). En los

Anexos 12 y 13 se presentan las tablas con los valores de desplazamiento quimico observados

para los residuos del fragmento FVIlla1-*C™N.

Los resultados de la asignacién se observan en la figura 4.39, y la region mads densa del
espectro (en recuadro) se amplia en la figura 4.40 para una mejor visualizacién de los residuos
asignados. La asignacién mediante carbono-13 permitié detectar las tres prolinas presentes en
el fragmento FVlllal, lo cual no es posible mediante espectros de resonancia de protén (Figura
4.33). De este modo, y sin considerar la cola de histidinas, se logrd asignar la casi totalidad de
las resonancias correspondientes al fragmento recombinante FVIllal, tanto libre (96% de los

residuos), como en presencia de trombina (93%) (ver Figuras 4.39y 4.41).
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Figura 4.39 Asignacion mediante carbono-13 de los residuos del fragmento FVIllal correspondientes a las
resonancias en el espectro de correlacion B3CO™N. La numeracion corresponde a la del FVIIIl humano maduro. Se
indican los residuos del fragmento recombinante FVlllal asignados junto a las sefiales de resonancia
correspondientes. Notese la asignacion de las tres prolinas del fragmento FVIllal en la region alrededor de 136
ppm del nitrégeno-15. Se resalta con un recuadro la zona que se amplia en la Figura 4.40. Los residuos en itdlica
(del 322-329 y del 373-376) no corresponden al FVIllal humano, sino al constructo utilizado para la expresion del

fragmento recombinante.
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Figura 4.40 Asignacién de los residuos del fragmento FVIlla1->C*°N correspondientes al recuadro indicado en la
figura 4.39. La numeracidn corresponde a la del FVIIl humano maduro. Se indican los residuos del FVliilal

asignados junto a las sefiales de resonancia correspondientes del ensayo CON.
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Al igual que en los ensayos de correlacién H-N y de asignacion mediante protén, en
los ensayos de correlacién *CO-°N del fragmento FVIIlal-*C**N en presencia de trombina se
observd una reduccién de la intensidad de algunas de las sefales de resonancia comparadas
con las del conector libre (Figuras 4.41 y 4.42 (ampliacion del recuadro)). Al igual que en la
asignacion mediante protén, no se detectaron las sefiales correspondientes a cuatro residuos

(Met®, 11e3"t, Arg®”? y Gly*”), confirmando que interaccionan con alta afinidad con la proteasa

activadora.
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Figura 4.41 Asignacion mediante carbono-13 de los residuos del fragmento FVIIIa1-*c®™®N en presencia de
trombina a partir de las resonancias en el espectro de correlacion BCO™N. La numeracién corresponde a la del
FVIII humano maduro. Se indican los residuos del FVIllal asignados a las sefiales de resonancia correspondientes.
Se observa la reduccion en la intensidad y el desplazamiento de varias sefiales de resonancia al compararlas con la
figura 4.39 del FVIllal libre. La zona que se amplia en la Figura 4.42 se resalta con un recuadro. Los residuos en
itdlica (del 322-329 y del 373-376) no corresponden al FVlllal humano, sino al constructo utilizado para la
expresién del fragmento recombinante.

Al superponer los espectros CON del fragmento FVIllal libre y en presencia de trombina
se lograron identificar los residuos especificos del conector FVlllal cuyas resonancias se
desplazan de forma notable al unirse a la trombina (Figura 4.43), confirmando los resultados

presentados en el epigrafe anterior.
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Figura 4.42 Asignacion de los residuos del fragmento FVIllal- "C”N en presencia de trombina correspondientes

al recuadro indicado en la figura 4.41. La numeracion corresponde a la del FVIII humano maduro. Se indican los
residuos del conector FVIllal asignados a las sefiales de resonancia correspondientes del ensayo CON.
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Figura 4.43 Superposicion de los espectros CON del fragmento FVIllal libre y en presencia de trombina. Se

. ~ . 13 ~15 . .
presenta el patron de las sefiales de resonancia del FVIllal-""C”N libre (en azul) superpuesto en el mismo
fragmento en presencia de trombina (en rojo), a una relacion molar FVillal:trombina de 10:1. La numeracion
corresponde a los residuos del FVIII humano maduro. Los desplazamientos de las resonancias mas evidentes se
indican con flechas de linea punteada, y se destaca los residuos desplazados en color rojo.
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Las numerosas estructuras 3D de la trombina unida a varios inhibidores peptidicos

[Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al., 2009, van de Locht, Stubbs, et al., 1996, Fuentes-
Prior, Noeske-Jungblut, et al., 1997, Richardson, Kroger, et al., 2000, Macedo-Ribeiro, Almeida,
et al., 2008, Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al., 2010, Figueiredo, de Sanctis, et al., 2012,
Rydel, Ravichandran, et al., 1990, van de Locht, Lamba, et al., 1995], receptores [Fuentes-Prior,
Iwanaga, et al., 2000, Dumas, Kumar, et al., 2003, Celikel, McClintock, et al., 2003], y mas
recientemente sustratos [Pechik, Madrazo, et al., 2004, Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011,
Gandhi, Chen, et al., 2010] (ver Anexo 1), han sido esenciales para comprender las bases
moleculares de las interacciones de la proteasa con estos ligandos especificos, y sugerir vias
para el desarrollo de antitrombéticos. Sin embargo, estos trabajos estructurales han
contribuido a fijar una imagen mads bien rigida de la estructura de la trombina, en la que la
flexibilidad parece limitada a regiones relativamente poco significativas como por ejemplo
algunos residuos del lazo 149, cuando no irrelevantes desde el punto de vista funcional como

los extremos N- y C-terminales de la cadena ligera.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo, asi como otros reportes recientes
(discutidos mas adelante) conducen ineludiblemente a un cambio de paradigma en este
sentido, y revelan una enzima con un elevado grado de flexibilidad intrinseca, y cuya estructura
es estabilizada de forma notable por interacciones con sus ligandos, fundamentalmente gracias

a contactos con el sitio activo, pero también con los exositios | y II.

5.1.1 La estabilidad térmica de la trombina aumenta significativamente en

presencia de ligandos unidos al sitio activo o al exositio |

Los resultados de nuestra investigacién evidenciaron cambios significativos en la
temperatura de desnaturalizaciéon (T,,) de la trombina libre e inhibida mediante las técnicas de
microcalorimetria y termofluorescencia diferencial. Tal y como se presenté en los epigrafes
4.1.2 y 4.1.3 de Resultados, la magnitud del cambio en las temperaturas detectado mediante
estas dos técnicas es levemente diferente (e.g. para trombina libre las T,, fueron 55.7 vs. 54.5

°C). Estas pequefas diferencias se deben probablemente, aparte del hecho de que se trata de
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dos técnicas bien diferenciadas, al empleo de diferentes concentraciones de proteina (1 uM vs.
27 uM) y volumenes de muestra (20 ul vs. 500 pul), asi como sensibilidades a las variaciones de
los tampones utilizados. A pesar de estas leves diferencias es evidente la robustez de nuestros
resultados ya que se confirman mutuamente y permiten la comparacion entre ellos y con los

resultados reportados por otros investigadores.

En nuestra investigacidon demostramos un incremento termodindmico muy notable en la
temperatura de desnaturalizacién (T,) y en la energia absorbida (AH) de la trombina humana
irreversiblemente inhibida con FPR comparada con la proteasa libre (T,,= 79.8 vs 55.7 °C; AH de
175.8 vs 80.3 kcal). Estos valores demuestran una estabilizacién de la estructura global de la
trombina al ocuparse los subsitios de especificidad S4, S, y S;1 por los residuos D-Phe, Pro y Arg
del inhibidor, respectivamente [Bode, Turk, et al., 1992, Bode, Mayr, et al., 1989]. Los valores
de T, de la proteasa humana libre o inhibida irreversiblemente con FPR obtenidos en esta
investigacion son muy similares a los reportados previamente por otros grupos, y son
comparables también a los valores para dos zimdégenos de la proteasa humana (discutidos mas
adelante) [Koeppe and Komives, 2006, Silva Vde, Cargnelutti, et al., 2011, Croy, Koeppe, et al.,
2004].

éQué interacciones del inhibidor unido covalentemente a la trombina son responsables
de este extraordinario incremento en la estabilidad térmica de la trombina? En principio los
contactos que establece el residuo de arginina derivatizado con los residuos que forman el
bolsillo S; de especificidad parecen ser poco relevantes en este sentido, si consideramos
nuestros resultados con la trombina incubada con benzamidina. La ausencia de cambios
significativos en la temperatura de desnaturalizacién de la proteasa en presencia de este
inhibidor competitivo y reversible, y andlogo de la cadena lateral de la arginina que ocupa
Unicamente el subsitio de especificidad S; de la proteinasa (ver figura 4.1C), sugiere que la
ocupacidon de este subsitio no es suficiente para incrementar la termoestabilidad de la
proteasa. Esta observacién implicaria que practicamente todo el incremento en la estabilidad
térmica de la trombina resulta de interacciones con los subsitios S, y S4 de la proteasa. Sin

195 (Figura

embargo, el impacto de la unién covalente de los residuos del sitio activo, His>’ y Ser
4.1, en Resultados) parece ser muy importante en este sentido, ya que vinculan los dos l6bulos
qgue conforman el dominio catalitico de la trombina, caracteristica tipica de las proteasa

serinicas semejantes a tripsina [Richardson, 1981]. En este sentido, Privalov y colaboradores
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reportaron un efecto estructural cooperativo de los dos lébulos que conforman el dominio
catalitico de la plasmina, donde determinaron el perfil termodindmico de estos Iébulos (T, =
40.65 y 61.45 °C, respectivamente), indicando la interrelacidn existente entre ellos

[Novokhatny, Kudinov, et al., 1984].

Por otro lado, nuestros resultados con las dos técnicas antes mencionadas, demuestran
gue la unidén del extremo C-terminal de la hirudina incrementa la T,, de la proteasa entre
aproximadamente 1.5 y 3 °C (de 55.7 a 59.0 °C; figura 4.3 y tabla 4.3 de Resultados), lo que
demuestra un incremento en la estabilidad global de la trombina al ocuparse el exositio | de la
misma. Es importante resaltar que los resultados de nuestros estudios revelan por primera vez
un efecto sinérgico sobre la temperatura de desnaturalizacion al emplear simultdneamente dos
ligandos, uno dirigido al sitio activo y otro al exositio | de la trombina. Este efecto sinérgico
sobre la termoestabilidad de la proteinasa se evidencié al comparar los valores de T, para la
trombina libre con los de la proteinasa inhibida con FPR, Hir-C 6 ambos ligandos (Tabla 5.1),
permitiendo concluir que los dos ligandos generan cambios intramoleculares complementarios
al modificar la estructura secundaria y terciaria de la trombina, confiriéndole mayor estabilidad

estructural global al ocupar tanto los subsitios de especificidad S4, S, y S1, como el exositio | de

la proteasa.
Trombina — Trombina-Hir-C —  Trombina-FPR —  Trombina-FPR-Hir-C
Tm (°C) 55.7 59.0 79.8 83.9
AT, (°C) (+3.3) (+24.1) (+28.2)

Tabla 5.1 Incremento en la temperatura de desnaturalizacion de la trombina en presencia de ligandos. Se
presentan los valores de la temperatura de desnaturalizacion obtenidos en los ensayos de microcalorimetria

diferencial (Ty,) y el incremento de la T, con respecto al valor de trombina libre (AT,,). Nétese el efecto
colaborador o sinérgico del FPR y la Hir-C.

Este efecto sinérgico aqui demostrado es consecuente con los cambios
conformacionales de la trombina reportados por Huntington y colaboradores, los cuales
demostraron mediante espectroscopia de RMN que tanto el FPR como la Hir-C estabilizan las
resonancias de los residuos de la proteasa de forma global. En particular, estos investigadores
observaron que la Hir-C, ademas de estabilizar la region del exositio |, también estabiliza parte
de la estructura de barril-B C-terminal de la proteasa [Lechtenberg, Johnson, et al., 2010]. Es
interesante destacar que nuestros resultados con trombina-PMSF evidencian una leve
reduccidn en la temperatura de desnaturalizacion, lo que sugiere que la unién covalente del

grupo sulfonilo a la Ser'®® es contraproducente para la termoestabilidad de la proteinasa. Estos
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resultados apuntan al papel de puentes de hidrégeno con el grupo OH de la serina catalitica, o a
la influencia negativa del grupo sulfonilo sobre el solvente que ocupa la hendidura del sitio

activo.

Las observaciones presentadas anteriormente evidencian que el considerable
incremento en la temperatura de desnaturalizacion de la trombina se explica principalmente
por el efecto de las interacciones de ligandos, tales como el FPR o la Hir-C, que modifican la
conformacidn en las estructuras secundaria y terciaria de la proteasa, y que le confieren mayor
estabilidad termodindmica. Estos resultados son consistentes con la observacion de
reordenamientos generales de la estructura secundaria de la proteinasa monitorizados por
dicroismo circular [Silva Vde, Cargnelutti, et al., 2011]; asi como con la conexién entre el sitio
activo y el exositio | propuesta por Komives y colaboradores a partir de estudios de intercambio

de hidrégeno/deuterio mediante RMN de la trombina bovina [Croy, Koeppe, et al., 2004].

Los resultados de microcalorimetria reportados en este trabajo son comparables con los
presentados por otros investigadores, y en su conjunto permiten realizar un andlisis global de la
termodindmica de la (pro)trombina (Tabla 5.2 y Figura 5.1). En este sentido, la reduccién del
valor de T,, por la transicion de protrombina a pretrombina-2 humana (AT, = -4.4) se podria
explicar principalmente por una mejor estabilidad del dominio catalitico debida a la pérdida de
las interacciones entre el dominio K2 y el (pro)exositio Il de la protrombina [Papaconstantinou,
Gandhi, et al., 2008]. A su vez, estos resultados permiten inferir que ligandos que se unen al
exositio Il podrian incrementar la estabilidad de la trombina, y por lo tanto el valor de T, en
una magnitud similar. Se ha reportado para el miniplasminégeno (un zimégeno de la plasmina
conformado por el dominio K5 unido covalentemente al dominio catalitico mediante dos
puentes de disulfuro), que la pérdida de este dominio kringle produce un incremento en la
estabilidad de la proteina (Tm= 59.9 vs. 61.5 °C; AT,, = +1.6 °C) (Novokhatny, 1984 #479}. Sin
embargo, en este caso, y a diferencia de la protrombina, el dominio tipo kringle no interacciona
con un (pro)exositio de la proteasa serinica. Por otro lado, la activacion de la pretrombina-2 a
trombina activa conduce a un aumento de la termoestabilidad (AT, = +2.8 °C), resultado sin
duda de la estabilizacién del “dominio de activacion” de la proteasa tras la insercion del

16

extremo N-terminal, 1le’®, en el bolsillo correspondiente (lle'® pocket) y la estabilizacion

concomitante de la maquinaria catalitica.
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Proteina Origen Temperatura de .
. .. 10 Referencia
desnaturalizacion ("C)
Protrombina 58.2 [Koeppe and Komives, 2006]
Pretrombina-2 53.8 [Koeppe and Komives, 2006]
55.7°/54.5"° Este trabajo
Trombina libre 56.6 [Koeppe and Komives, 2006]
Humano 58.0 [Silva Vde, Cargnelutti, et al., 2011]
Trombina-Hir-C 59.0°%/ 56.0 b Este trabajo
79.8°/74.0° Este trabajo
Trombina-FPR
74.0 [Silva Vde, Cargnelutti, et al., 2011]
Trombina-FPR-Hir-C 83.9%/77.1 b Este trabajo
Trombina libre 57.6 [Croy, Koeppe, et al., 2004]
Bovino
Trombina-FPR 79.0 [Croy, Koeppe, et al., 2004]

Tabla 5.2 Temperatura de desnaturalizacion de la trombina (libre o inhibida) y sus formas zimégenas. Se
presentan los valores de T,, obtenidos en este trabajo de investigacién (indicando con “a” los valores obtenidos
mediante microcalorimetria y con “b” los de termofluorescencia diferencial) y los reportados en la literatura.
Nétese el considerable incremento en la termoestabilidad de la trombina tras ser inhibida con FPR, demostrado en
los diferentes estudios tanto de la proteinasa humana como bovina.

5.1.2 La ocupacion del sitio activo de la trombina incrementa la estabilidad del

exositio | a protedlisis limitada

Como se menciond en el epigrafe 4.1.1, y aprovechando la presencia de residuos de
arginina expuestos en el lazo 70-80 del exositio | de la trombina, evaluamos la accesibilidad de
este lazo a la endoproteinasa Arg-C en la trombina libre y en la proteasa cuyo sitio activo esta
ocupado con benzamidina (bolsillo S;) o con FPR (S4, S; y Si1). Los resultados de estos
experimentos demostraron inequivocamente que la trombina libre es mas susceptible a
protedlisis limitada en este lazo en presencia de la Arg-C, y la cadena pesada de la proteasa es
degradada casi totalmente a las 4 h de reaccién (Figura 4.2B). Por otro lado, la proteasa
inhibida reversiblemente con benzamidina mostré un patrén de degradacion mas lento y
gradual (Figura 4.2E). Experimentos esencialmente idénticos realizados con BSA nos
permitieron comprobar que la benzamidina no inhibe a la Arg-C (Anexo 7), y que por lo tanto la
degradacidon mas lenta de la cadena pesada de la trombina-benzamidina se debe realmente a
gue la ocupacién del subsitio S; convierte a la trombina en un peor sustrato para la Arg-C.
Finalmente, la proteasa inhibida irreversiblemente con FPR se mantuvo estable incluso luego de
8 h en presencia de Arg-C (Figura 4.2H). Cabe resaltar que los dos fragmentos de ~20 y ~10 kDa

generados a partir de la cadena pesada de la trombina se producen por corte(s) tras los
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residuos de arginina expuestos correspondientes a Arg75’—Tyr76 o} Arg77A—Asn78 del lazo 70-80 del

exositio | de la trombina.

Tron‘)bina F);a F);(a
Protrombina Gla K1 K2 A B Tm = 58.2
l ATm =-4.4
FXa
Y
Pretrombina-2 A B
1 ATm=+1.9
f
A B
Trombina < 7
R d
®
\

ATm = + 4.4 ? ATm = )
- 44l l‘"“’=+3'3‘ m =+ 24.1

A ) 1 I)Hir-c It .
@ @ -

Trombina-Hir-C Trombina-FPR

ATm_+249‘, l‘“m—+41

i :\ Hir-C
-

Trombina + dominio K2 ?
(semejante a Pretrombina-1)

Trombina-FPR-Hir-C

Figura 5.1 Representacidon esquematica de los cambios estructurales y en la temperatura de desnaturalizacion
entre la protrombina y la trombina estabilizada por ligandos dirigidos al sitio activo o a los exositios. Se
representan los dominios Gla, Kringle 1 y 2, y las cadenas ligera (A, en color verde) y pesada (B, en celeste) que
forman el dominio catalitico. Los exositio | y Il se representan con évalos de color amarillo y el sitio activo con un
é4valo de color rojo. Se indica la temperatura de desnaturalizacién (Ty,; en °C) de la protrombina y los cambios en la
T (ATm; en °C) de cada variante de trombina con respecto a la variante predecesora. Nétese i) que el corte de
activacion por el complejo protrombinasa resulta en un incremento de aproximadamente 2 "C en la Ty, ii) el
incremento de mas de 20 °C en la T,, de la trombina al ser inhibida con FPR vy iii) el incremento en la T,, por efecto

sinérgico al emplear FPR e el péptido C-terminal de la hirudina.
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Estos experimentos de protedlisis limitada demuestran que el lazo 70-80 en la trombina
libre es mas accesible a la endoproteinasa Arg-C, y/o que es capaz de adaptarse mas facilmente
al surco del sitio activo de la cistein proteasa, mientras que en las moléculas de trombina cuyos
sitios activos estdn ocupados por ligandos, el lazo 70-80 estd menos expuesto a la
endoproteinasa o es mas rigido. Es decir, el incremento en la resistencia a protedlisis sugiere
cambios conformacionales en la region correspondiente a este lazo y/o sus alrededores en la
estructura 3D de la molécula de trombina en solucién causados por la union de ligandos, ya sea
al subsitio S; (benzamidina) o a los subsitios S;-S4 (FPR) del sitio activo de la proteasa. Para
analizar el posible modo de interaccion de los residuos del lazo 70-80 con la Arg-C, generamos
un modelo 3D del dominio catalitico de esta proteasa, basado en su homdloga de
Parabacteroides merdae (PDB: 3UWS) [Chen, Rawlings, et al., 1998]. La inspeccidon de este
modelo, considerando también las preferencias por residuos en las posiciones P4-P4 reportadas
para la Arg-C, sugiere que el sitio de corte preferente corresponde al residuo de Arg’’” del lazo,
dado que los residuos que encajarian en los subsitios P3-P; son reemplazados
conservativamente con respecto a los reportados previamente para sustratos de Arg-C
(http://merops.sanger.ac.uk, [Rawlings, Barrett, et al., 2012, Igarashi, Eroshkin, et al., 2007]). La
protedlisis tras los residuos Arg73 y Arg’®> es menos probable debido a que, en el caso de la
Arg’®, ésta se encuentra orientada hacia el cuerpo de la molécula de trombina y presenta
impedimentos estéricos por los residuos Trp141 y Pro™ de la proteasa serinica, mientras que la
Arg’® presenta Unicamente un residuo reemplazado conservativamente que encajaria en el
subsitio P3, segun la informacién de sustratos reportados para la Arg-C [Igarashi, Eroshkin, et

al., 2007].

Sin embargo, la conformacion extendida adoptada por los residuos Tyr76—lle79 de la
trombina, en un hipotético complejo Michaelis-Menten con la endoproteasa Arg-C (Figura 5.2),
difiere notablemente de la observada en las estructuras de la trombina inhibida con FPR (Por
ejemplo, los valores de los angulos ¢/ para el residuo Arg77A son -67.0°/-48.8° en la estructura
de trombina-FPR [Bode, Turk, et al., 1992], pero los valores correspondientes en el modelo del
complejo con la Arg-C son de -105.6° y -52.0°, respectivamente). Finalmente, el dominio
catalitico de la Arg-C podria colisionar con la cadena pesada de la trombina si el lazo 70-80 se
pliega hacia el resto de la molécula de trombina, y por tanto la conformaciéon idénea para el

procesamiento de este lazo implicaria su proyeccidon hacia el solvente. Estas observaciones,
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aunque derivadas de modelos, refuerzan nuestra hipétesis de que el lazo 70-80 requiere de
cambios conformacionales notables para ser reconocido como sustrato de la Arg-C -y de

proteasas en general-, y que la conformacion “digerible” debe ser flexible.

Figura 5.2 Modelo de interaccion entre residuos del lazo 70-80 del exositio | de la trombina libre con el sitio
activo de la endoproteasa Arg-C. El dominio catalitico de la Arg-C (color rosa) se basé en la estructura 3D de la
cisteina proteasa homodloga 3UWS reportada previamente en el PDB [Chen, Rawlings, et al., 1998], mientras que
los residuos Tyr76—lle79 del lazo 70-80 de la trombina (color verde) se modelaron en el sitio activo de la
endoproteasa a partir de la superposicion de otra cistein peptidasa inhibida con FPR, la Gingipaina R (PDB: 1CVR)
[Eichinger, Beisel, et al., 1999] [Cddigo de colores: atomos de C en rosa 6 verde, respectivamente, S en amarillo, N
en azul y O en rojo]. Se representan con sticks los residuos cataliticos de la endoproteasa (Hism, Cysm), y los
residuos Tyr76-lle79 del exositio | de la trombina, correspondientes a las posiciones P;-P,. Nétese que el residuo de
corte mas probable, la Arg””*, se modela en el bolsillo S, de la endoproteasa.

Como se menciond mas arriba, nuestros resultados concuerdan con reportes recientes
gue indican que la unidn de FPR conduce a una estabilizacién general de las resonancias de los
residuos de la proteasa. Los cambios conformacionales que se infieren de estos estudios de
RMN afectan en particular, ademas del sitio activo, a regiones situadas en o alrededor del
exositio |, los lazos 180 y 220, el barril-B C-terminal, asi como parte del barril-B N-terminal en

contacto con el exositio | de la proteasa [Lechtenberg, Johnson, et al., 2010].

Por el contrario, se ha reportado que complejos de trombina con sus inhibidores
fisiolégicos de la clase de las serpinas (e.g. AT, HCII) reducen la afinidad de los ligandos por los
exositios | y Il debido a que provocan un desorden estructural en estas regiones [Bock, Olson, et
al., 1997, Fredenburgh, Stafford, et al, 2001], e incrementan considerablemente Ila
susceptibilidad a autélisis en residuos de arginina y lisina localizados en los mismos [Li, Johnson,

et al., 2010]. En este ultimo trabajo se propone que, en el caso del exositio |, la pérdida de la
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estructura ordenada del sitio activo, como consecuencia del mecanismo de interaccion de las
serpinas (debido a la extraccion del residuo Asp™®* del bolsillo de activacion de la proteasa),
resulta en el consecuente desorden del exositio, y en un incremento de su susceptibilidad a
autolisis. Estos resultados sugieren que el ordenamiento del exositio | es critico para una mayor
resistencia a la protedlisis, y fue comprobado por la reduccion en el grado de autdlisis del
complejo trombina-serpina en presencia de Hir-C. En resumen, estos resultados, junto a los
obtenidos en nuestros experimentos de protedlisis limitada con Arg-C, sugieren que el
ordenamiento estructural del sitio activo estabiliza los exositios, reduciendo asi su

susceptibilidad a protedlisis.

5.1.3 Evidencia cristalografica de la conexidn sitio activo-exositio I: reduccion de

la flexibilidad del lazo 70-80 de la trombina inhibida con FPR

El andlisis de las estructuras 3D cristalinas de la trombina resueltas como parte de esta
investigacion (Anexo 10), asi como su comparacién con otras estructuras depositadas en el
PDB, sugiere que las moléculas de la proteinasa presentan cambios conformacionales menores.
En general, la presencia o no de densidad electrdnica correspondiente a algunos de sus lazos
mas flexibles, como el lazo 70-80 del exositio | 6 el lazo y, se debe a los contactos entre las
moléculas de trombina dentro de multimeros, o con moléculas relacionadas
cristalograficamente. Ademds de las interacciones intermoleculares/cristalograficas que
estabilizan estos lazos y permiten asi su resolucién estructural, y como hemos demostrado mas
arriba mediante estudios de protedlisis limitada, otro factor importante para la estabilizacion
de estas regiones es la ocupacion del sitio activo con ligandos especificos. Particularmente, la
comparacion cuidadosa de las estructuras de trombina libre y de trombina-FPR (refinadas a 1.7
A), asi como de otras estructuras de la proteinasa no reportadas previamente en la literatura
(refinadas a 2.3y 2.7 A) (Figuras 4.4 a 4.8) nos permitieron analizar detalladamente los exositios
de la trombina. En particular debemos destacar que los valores del factor B correspondientes a
los residuos del lazo 70-80 son significativamente mas altos en la trombina libre (33.78 A?
contra un valor promedio para toda la molécula de 20.11 A?). Estos valores contrastan con los
correspondientes a la proteasa inhibida irreversiblemente con FPR (20.31 y 23.05 A?
respectivamente), lo que sugiere una rigidez de este lazo equivalente a la del resto de la

molécula de trombina.
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5.1.4 Evidencia del dinamismo conformacional de la trombina modulado por sus

ligandos

Las evidencias experimentales discutidas en los epigrafes anteriores demuestran que la
trombina presenta un notable grado de flexibilidad en regiones que son importantes para su
actividad, particularmente en el lazo central del exositio |, el lazo 70-80. Ademas, en presencia
de diferentes ligandos esta flexibilidad se reduce, lo cual conduce a un incremento considerable
en su estabilidad térmica. Estos resultados apoyan el modelo recientemente propuesto, que
establece que la trombina es conformacionalmente dindmica y poco activa, pero que la unién
de ligandos disminuye su flexibilidad e incrementa su actividad [Huntington, 2012, Lechtenberg,

Freund, et al., 2012, Silva Vde, Cargnelutti, et al., 2011].

Ademads, nuestros resultados demuestran la existencia de una conexién profunda entre
el sitio activo y el exositio |, evidenciada por el hecho de que ligandos dirigidos al sitio activo
ejercen cambios conformacionales que estabilizan considerablemente a la molécula de
trombina en general, y en particular al exositio I. Otros grupos han presentado evidencia
adicional de que las interacciones con los exositios modulan de forma decisiva la plasticidad
conformacional de la trombina, contribuyendo asi a la selecciéon de ligandos especificos. Por
ejemplo, utilizando el péptido C-terminal de la hirudina y/o aptameros ADN dirigidos al exositio
| se evidencié una reduccién en la afinidad de ligandos especificos del exositio Il. De forma
alternativa, empleando analogos del extremo C-terminal de la cadena y’ del fibrindgeno y/o
heparina dirigidos al exositio Il se evidencié también una reducciéon de la unién de ligandos
especificos al exositio | de la proteinasa, sugiriendo cambios conformacionales bidireccionales
entre los exositios de la trombina [Petrera, Stafford, et al., 2009]. Por otra parte, las
investigaciones mediante espectroscopia de RMN, presentadas por Huntington y colaboradores
sugieren una conexion entre el exositio | y el sitio activo de la proteasa a través de dos posibles
mecanismos generados a partir de la insercién de la cadena lateral del residuo Phe®®" del
péptido C-terminal de la hirudina en el exositio I. El primero, mediante enlaces de puente de
hidrégeno e interacciones entre las cadenas laterales, propone que la Phe*®" de la Hir-C
estabiliza el exositio | que esta en contacto directo con la regién C-terminal del lazo de autélisis
y con las dos laminas-B (residuos 135-140 y 156-161) que estabilizan a su vez el lazo 180 de la
proteasa. El segundo mecanismo, a través de un enlace disulfuro, propone que el residuo

Phe®®" de la Hir-C estabiliza la [dmina-B donde se encuentra la Cys42 formando un enlace
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disulfuro con la Cyssg, estabilizando finalmente al residuo His>’ del sitio catalitico de la proteasa

[Lechtenberg, Johnson, et al., 2010].

Como conclusién, nuestros resultados experimentales, unido a los trabajos presentados
por estos grupos, demuestran el elevado dinamismo molecular de la trombina y el importante
papel que desempeian los exositios para el reconocimiento de sus ligandos especificos. Dado
que la unién de ligandos al exositio | se da inicialmente a través de interacciones electrostaticas
(las cuales no requieren una conformacién rigida de la trombina) y posteriormente mediante
interacciones hidrofébicas [Myles, Le Bonniec, et al., 2001] que estabilizan el exositio | y otras
regiones tales como el barril-B C-terminal de la proteasa [Lechtenberg, Johnson, et al., 2010],
Huntington y colaboradores proponen que la ocupacion del exositio | incrementa la estabilidad
del bolsillo S; y del sitio activo, lo cual podria favorecer los valores de Km y kcat. Esta
interrelacién explica por qué la mayoria de sustratos fisioldgicos de la trombina tales como el
fibrindgeno, el PAR1, los factores V y VIII, entre otros, han de unirse inicialmente al exositio |
para estabilizar el sitio activo para el subsecuente procesamiento del sustrato por la triada

catalitica de la proteasa.

5.2.1 Bases moleculares de la interaccion del receptor PAR1 con su proteasa

activadora, la trombina

El receptor PAR1 pertenece a un subgrupo Unico dentro de la extensa familia de los
receptores de siete dominios de transmembrana (7TM) & receptores acoplados a proteinas G
(GPCR), ya que contienen su propio ligando “enmascarado” dentro de la region N-terminal
extracelular. Este ligando es expuesto luego del corte proteolitico de un enlace peptidico
especifico, lo que conduce a la activacidn del receptor. En este sentido, se ha determinado la
importancia de las interacciones con el exositio | de la trombina para el reconocimiento y
activacion de PAR1 [Mathews, Padmanabhan, et al., 1994, Seeley, Covic, et al., 2003, Gandhi,
Chen, et al., 2008]. En el momento de inicial esta investigacion, la estructura por RMN en
solucién del dominio extracelular del PAR1 humano (residuos Ala’®-homoSer'®) habia sido
reportada [Seeley, Covic, et al., 2003], sin embargo, las coordenadas correspondientes no han

sido depositadas en el PDB. Aun asi, a partir de la informacidn y las figuras presentadas en este
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articulo se deduce que, ademads de la region homologa al péptido C-terminal de la hirudina en
PAR1, otras regiones del receptor contactan con la trombina e involucran a una regién de la
proteasa que va mas alla del exositio | (Figura 5.3). Alternativamente, es posible que, o bien, el
ectodominio del receptor presenta una estructura marcadamente diferente antes de ser
activado, o que la secuencia semejante a la hirudina es “extraida” del dominio globular en
presencia de la trombina. Al comparar lo reportado por Kuliopulos y colaboradores (Figura 5.3)
[Seeley, Covic, et al., 2003] con la estructura cristalina reportada por Di Cera y colaboradores
(Figura 1.10) [Gandhi, Chen, et al., 2010], y con nuestra estructura de PAR1 (Figura 4.26), se
puede confirmar que en las tres investigaciones los residuos similares a la hirudina,
particularmente la Tyr52 y la Phe™ estan orientados hacia el cuerpo de la molécula de trombina.
También hay concordancia al comparar los residuos Phe**-Leu** en las dos primeras estructuras
los cuales se orientan hacia el exterior, sin embargo, parece haber discrepancias en los residuos
Leu®-Asp®°, los cuales en la estructura en solucién (RMN) parecen estar orientados hacia el
cuerpo de la proteasa, mientras que en la estructura reportada por Di Cera estan orientados
hacia el exterior de la proteinasa formando un lazo con cierto grado de desorden (ver Figura
4.26). Estas diferencias sugieren que el proceso de activacién requiere de reordenamientos

estructurales profundos, y/o de interacciones adicionales de la trombina con PARL.

Trombina

Figura 5.3 Estructura 3D del ectodominio de PAR1 en interaccion con la trombina. A. Estructura 3D del receptor
PAR1 a partir de los residuos Ala”*-homoSer'® resaltando en diferentes colores los residuos correspondientes al
ligando (celeste), a la region similar a hirudina (Hir/WEDEE, morado/naranja), y el sitio de unién del ligando (LBS-1,
amarillo). B. Modelo del complejo trombina-ectodominio de PAR1. Dada la ausencia de las coordenadas de esta
estructura, a partir del modelo propuesto por [Seeley, Covic, et al., 2003] es concebible pensar que otras regiones
del receptor podrian interactuar con la proteasa (color gris). Por ejemplo, regiones del receptor entre la secuencia
similar a hirudina y el LBS-1 podrian estar interactuando con la trombina. Figura modificada de [Seeley, Covic, et
al., 2003].
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5.2.1.1 Sobreexpresion de variantes del dominio extracelular de PAR1

Como hemos mencionado anteriormente la activacion de PAR1 en plaguetas mediada
por la trombina es un elemento muy importante de la respuesta procoagulante. Para tratar de
entender ese mecanismo de activacion se clonaron y sobreexpresaron dos formas
recombinantes del dominio extracelular de PAR1, una que corresponde al fragmento del
receptor luego del corte de activacion (residuos Ser*’-Thr'®, PAR1s), v la otra extendida N-
terminalmente para incluir ademas los residuos Thr37—Arg41 esenciales para la interaccion del
receptor con el sitio activo de la proteinasa (PAR1.). Aunque la optimizacion del gen sintético y
la expresidn de las variantes del PAR1 se realizaron de forma muy similar, se evidenciaron
diferencias significativas en la solubilidad de los dominios recombinantes, donde PAR1, se logré
extraer con buen rendimiento en la fraccién soluble de B-PER y en la fraccién de 2 M de urea,
mientras que PAR1s se extrajo en 4 y 6 M de urea, en ambos casos a partir de la sobreexpresién
en células de E. coli BL21(DE3). Dado que la unica diferencia entre las dos variantes
recombinantes utilizadas en nuestros estudios radica en la presencia o no de los residuos N-
terminales T*’LDPR*" (subsitios Ps-P;) que preceden al sitio de corte y activacion por la
trombina, al analizar las diferencias de solubilidad es concebible pensar que el dominio
extracelular de PAR1 adopta conformaciones bien diferentes antes y después del corte de
activacidon. En este sentido, se ha reportado diferencias de solubilidad en el dominio
extracelular de PAR1 Ala?®-homoSer'®, en donde el dominio extracelular de PAR1 luego del

* con un grado mucho

corte proteolitico Arg*'-Ser*? resulta en la variante Ser*’-homoSer™®
mayor de solubilidad [Seeley, Covic, et al., 2003]. Aunque este grupo observé que la variante
mas corta presentaba una mayor solubilidad, es factible pensar que las dos variantes utilizadas
en nuestra investigacion (PARL.: Thr¥’-Thr'% y PAR1s: Ser*’ -Thr'%%) presentaran diferencias de
solubilidad debido a la estructura de los residuos iniciales y finales del dominio sobreexpresado.
Lo que es evidente en ambos casos, es que existen diferencias de solubilidad entre la forma del
dominio extracelular de PAR1 antes y después del corte de activacion, por lo que la hipdtesis de

las posibles dos conformaciones del receptor son validas, de ahi la importancia de obtener la

estructura tridimensional del los complejos entre la trombina y las dos variantes de PAR1.
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5.2.1.2 La region del dominio extracelular de PAR1 semejante al extremo C-terminal

de la hirudina interacciona con el exositio | de la trombina

En nuestros ensayos de cristalizacién iniciales de la trombina con el dominio extracelular
de PAR1 se obtuvieron cristales en diferentes condiciones de cristalizacion (Anexo 9). Sin
embargo, como se menciond en el epigrafe 4.2.4 de Resultados, la inspeccién de los mapas de
densidad electréonica de las estructuras tridimensionales resueltas por reemplazamiento
molecular revelaron densidad para la molécula de trombina y no asi para el fragmento
recombinante del receptor. Por tanto, y para favorecer la formacién del complejo binario, el
residuo P; (Arg*') en la forma PAR1, fue mutado por glutamina, y los ensayos de cristalizacion
repetidos. Esta estrategia permitié obtener rapidamente cristales del complejo
trombina-PAR1,, que difractaron a una resolucién media (~ 3.0 A), y los cuales permitieron
resolver la estructura 3D del complejo. El analisis estructural permitio visualizar perfectamente
los residuos Tyr’>-Glu>’ del receptor definidos por densidad electrénica. Esta regién similar al
extremo C-terminal de la hirudina es el elemento esencial que regula la interaccion con el

exositio | de la proteasa mediante interacciones polares e hidrofdbicas (Figura 5.4A).

Aunqgue las interacciones electrostdticas parecen orientar preferentemente a PAR1
hacia el exositio | de la trombina, este trabajo estructural demuestra que los contactos mas
fuertes con los residuos de la proteasa se establecen con las cadenas laterales aromaticas o
alifaticas del receptor, especialmente la de los residuos Tyr52 y Phe™. Esta preeminencia de las
interacciones no polares ha sido también reconocida en la formacion de los complejos de la
trombina con inhibidores (e.g. hirudina, [Rydel, Ravichandran, et al., 1990, Liu, Brustad, et al.,
2007]), sustratos (FV, Corral-Rodriguez, 2011 #312}) y receptores (trombomodulina, [Fuentes-
Prior, lwanaga, et al., 2000]), salvando las diferencias existentes entre ellos. Como es el caso de
la Hir-C (Phe®®") y el FV (Phe®®), la cadena lateral de la Tyr’? de PAR1 estd completamente
anclada en el exositio | de la trombina, ocupando un bolsillo hidrofébico formado por dtomos
tanto de la cadena principal como de las cadenas laterales de los residuos Phe* Leu®, Arg67,
Arg”®y Thr’*. Adicionalmente, el residuo Phe> del receptor presenta residuos topolégicamente
equivalentes en la Hir-C (1e>"), el FV (Pro®?) y la trombomodulina (11e™%) que cumplen un
papel fundamental en la interaccidn con el exositio | mediante interacciones de Van der Waals.
En el caso de la Phe®® de PAR1 las interacciones se llevan a cabo mediante el anillo bencénico y

el grupo carbonilo, con el grupo guanidinio de la Arg®’ y con el anillo fendlico de la Tyr’® de la
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proteasa, respectivamente. Por otro lado, con la hirudina, se ha observado que la sustitucién
de la Phe®®" por otros residuos arométicos no reduce significativamente la constante de
inhibicién, mientras que su sustitucion por residuos de cadena lateral ramificada (lle, Val o Thr)

resulta en un aumento de la constante de inhibicién de 30, 60 6 115 veces, respectivamente

56H 59H

[Betz, Hofsteenge, et al., 1991]. De manera similar, el cambio de la Phe™" o la lle>”" por glicina,
en dos potentes hirudomiméticos (P741 y P740), disminuyen casi 500 y 175 veces su capacidad
inhibidora comparada con el inhibidor sin modificar, respectivamente [Cheng, Slon-Usakiewicz,
et al., 1996]. Estas observaciones respaldan la importancia de los residuos de Tyr52 y Phe” del
dominio extracelular de PAR1 en la interaccién del receptor con la trombina, dada la

>8H & 11e>*" de la hirudina

equivalencia topoldgica de las cadenas laterales con los residuos Phe
(ver Figura 5.4B) y explican la alta afinidad del receptor por la proteasa [Ayala, Cantwell, et al.,

2001].

Figura 5.4 Similitudes y diferencias entre la estructura del complejo trombina-PAR1 resuelta en este trabajo con
la estructura presentada por Gandhi y colaboradores (A) y con el complejo trombina-Hir-C (B). Los dtomos de
carbdén de la estructura resuelta de PAR1 en este trabajo se representan en color amarillo, mientras que la
molécula de trombina se presenta en color turquesa, asi como algunos residuos importantes en las interacciones
del exositio | en sticks. A. Superposicidon de la estructura de PAR1 presentada por [Gandhi, Chen, et al., 2010] [PDB:
3LU9] (color magenta). Se evidencia que las dos estructuras resueltas presentan un ordenamiento molecular
similar entre los residuos del PAR1 que interaccionan con el exositio | de la proteasa, con leves diferencias en el
extremo C-terminal. Nétese la posicion del residuo de Tyr52 completamente anclado en el bolsillo hidrofébico del
exositio | y las interacciones entre la Phe> y la Arg67 de la proteasa. B. Superposicion de la estructura de Hir-C
(color verde) [PDB: 2JHO] [Rydel, Ravichandran, et al., 1990]. Se evidencia la importancia de los residuos Tyr52 y
Phe> de PAR1 con los residuos topoldgicamente equivalentes Phe*®™ e 1€ en la Hir-C que explican la alta
afinidad de estos ligandos por la trombina.
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Mientras nuestras investigaciones se encontraban en marcha, el grupo de Di Cera
reportd la estructura cristalina de un complejo formado entre una variante inactiva de la
trombina (Ser195Ala) y un fragmento soluble del dominio extracelular de PAR1, Ala®-Glu®’,
refinada a 1.8 A (Figura 1.10; epigrafe 1.6.2) [Gandhi, Chen, et al., 2010]. La comparacién con
nuestra estructura evidencia que los residuos entre la Tyr52 y la Phe® adoptan conformaciones
muy similares en contacto con el exositio | de la trombina (Figura 5.4A), mientras que los
residuos Trp>° v Glu®’ difieren notablemente entre ambas estructuras. Dejando a un lado las
resoluciones a las que fueron resueltos ambos complejos, estas diferencias parecen reflejar en
nuestro caso una conformacién mas cercana a la fisiolégica en la que los residuos mas alla del
Glu®’ del receptor se desvian de la molécula de trombina. La inspeccidn del empaquetamiento
de las moléculas del complejo en el cristal evidencié un espacio significativo entre moléculas
del complejo vecinas, que se sitla hacia la parte “superior” del exositio | y que permitiria
acomodar perfectamente los residuos Asp>®-Thr'® no definidos por densidad electrénica en
nuestra estructura. Por tanto, la ausencia de densidad electrénica para el resto de los residuos
del dominio extracelular de PAR1 se debe a la flexibilidad de los mismos, y no a la protedlisis
del receptor (Figura 5.5). Lamentablemente, no es posible determinar si todo el segmento 58-
102 estd intrinsicamente desordenado en el complejo con la trombina, o si contiene un

pequefio dominio globular unido a la region semejante a la hirudina por un conector flexible.

Aun con la informacion de las estructuras de estos complejos trombina-receptor, el
mecanismo molecular por el cual el receptor PAR1 internaliza la sefal a las plaquetas es todavia
sujeto de estudio [Gandhi, Chen, et al., 2011]. Se ha propuesto que el receptor presenta una
conformacidn “tensa” o en forma de “S”, y que una vez es activado por protedlisis limitada en
la Arg41—Ser42, el nuevo extremo N-terminal (**SFLLRN*®) es expulsado del sitio activo de la
proteinasa para unirse al LBS-1 (ver Figura 5.3). Sin embargo, este mecanismo sigue sin
dilucidarse del todo debido a que en la estructura presentada por el grupo de Di Cera la regién
entre el ligando y la secuencia similar a hirudina en PAR1 se encuentra mayoritariamente
desordenada y la estructura resuelta mediante RMN por Seeley y colaboradores no se depositd

en el PBD [Seeley, Covic, et al., 2003].

170



Discusion

Figura 5.5 Ordenamiento de las moléculas del complejo trombina-PAR1 (Thr37-Thr1°2) en el cristal. El complejo
trombina-PAR1 se presenta en la unidad asimétrica de color rosa y celeste, respectivamente, mientras que las
moléculas vecinas en color café. Se indica la orientacion de N- a C-terminal de los residuos Tyr’” y Glu®’ del
receptor. El andlisis del empaquetamiento de las moléculas del complejo evidencid un espacio significativo entre
los mondémeros en el cristal, que podria ser ocupado por los residuos 58-102 del dominio extracelular de PAR1
(representados esquematicamente con una linea punteada) sin impedimentos estéricos. Esta observacidn sugiere
que la ausencia de densidad electrdnica adicional se debe a la flexibilidad intrinseca de estos residuos. Notese que
también se representa con una linea punteada café la posible orientacidon del dominio del receptor de la molécula
vecina.

5.2.2 Bases moleculares de la interacciéon del FVIII con su proteasa activadora, la

trombina

5.2.2.1 Estrategias para determinar las bases moleculares de la interaccion del FVIII

con la trombina: RMN de proteinas en solucion y cristalografia de rayos X
5.2.2.1.1 Sobreexpresion de los conectores acidos interdominios del FVIII

Como hemos mencionado en los epigrafes 1.4 y 1.5, la activacion del FVIII mediada por
la trombina es fundamental para los procesos procoagulantes, de ahi la importancia de estudiar
las interacciones trombina-FVIII. Resultados publicados recientemente por nuestro grupo sobre
la interaccion de los residuos Glu®®®-GIu®’> del conector a2 del FV con el exositio | de la
trombina [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011], evidencian la importancia de regiones ricas en
residuos acidos y aromaticos en estas interacciones. Por otra parte, otros investigadores han
reportado que los residuos acidos Asp392 y Asp394 del dominio globular A2 [Nogami, Zhou, et al.,
2005] o Glu’®-Asp’® del conector de los dominios A2-B [Newell and Fay, 2008] son

importantes para la activacién del FVIII mediada por la trombina. Finalmente, en otros estudios
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337—Arg372 del conector FVIllal, particularmente el triplete

se ha reportado que los residuos Met
de residuos de acido aspartico 361-363, interaccionan con el FX [Nogami, Lapan, et al., 2004].
Estas informaciones previas, junto con la caracteristica de que cada uno de los conectores
interdominios del FVIII (FVIllal, FVIIla2 y FVIlla3) contienen regiones ricas en residuos acidos
que les confieren cargas netas negativas, sugieren que estos conectores interaccionan con los

exositios basicos | y Il de la trombina para presentar los sitios de corte y activacién del cofactor

al centro activo de la proteasa.

Estas observaciones nos llevaron a estudiar la formacién de complejos de los conectores
acidos interdominios del FVIII con la trombina y el FX. Para cumplir este objetivo se clonaron,
sobreexpresaron y purificaron los tres conectores acidos interdominios del FVIII, asi como
mutantes puntuales de los mismos. Aunque los constructos iniciales utilizados en estos estudios
se optimizaron de forma similar, se observaron diferencias significativas en la solubilidad de los
fragmentos recombinantes. Por ejemplo, los conectores al y a3 se lograron extraer con buen
rendimiento en la fraccién soluble a partir de la sobreexpresidon en células de E. coli, mientras
que el FVIlla2 se extrajo en tampones conteniendo 4-6 M de urea. Probablemente este
fragmento recombinante tienda a agregar debido a su menor porcentaje de residuos polares
(38% vs 45/46%). Estos resultados de expresion y purificacion, unidos a lo reportado
recientemente por nuestro grupo con relacién a los dominios topoldgicamente equivalentes del
factor V, FVa2 y FVa3 [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011], confirman que es posible expresar
de forma heterdloga estos fragmentos de los factores de la coagulacion, en cantidades y con un
nivel de pureza adecuado para estudios biofisicos. Ademas, en este trabajo de investigacion se
demostré por primera vez la posibilidad de sobreexpresar el conector FVIllal marcado en
medio minimo M9 obteniéndose, para estudios de RMN, a través de un procedimiento
relativamente sencillo, de costo-beneficio favorable, y con un buen rendimiento en la fraccidn
soluble. Esto nos permitiéd planificar una serie de ensayos de RMN para evaluar las
interacciones del FVIllal con la trombina y el FX. En experimentos preliminares se determiné
gue a 5 °Cy a una concentracién de 200 uM el fragmento recombinante se comporta como una
especie monodispersa y permite obtener los espectros de resonancia con una distribuciéon
apropiada para la asignacién de los residuos correspondientes (discutido mas adelante). Estos

resultados abren la puerta, al estudio de las interacciones entre los conectores FVllla2 y FVIlla3
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y la trombina, asi como de regiones acidas no estructuradas de otras proteinas mediante

experimentos de RMN.

Es de resaltar que en experimentos de sobreexpresion de los conectores FVillal y
FVIlla3 en un medio nutritivo (LB), se detectaron no solo formas con las masas moleculares
esperadas, sino también especies con un incremento de masa de ~80 Da por espectrometria de
masas. Esta desviacién puede ser explicada por la sulfatacién (80.0643 Da) &6 fosforilacion
(79.9799 Da) de un unico residuo en el fragmento recombinante. Como se menciond en el
epigrafe de Resultados, las herramientas Sulfinator y NetPhos de Expasy predicen que dentro

de las regiones de los conectores interdominios A1-A2 y B-A3 del FVIII humano, los residuos

346 1664

mas probables de sulfatacion y fosforilacion son la Tyr™™ y la Tyr—"", respectivamente. Aunque
se conoce poco sobre las sulfotransferasas de E. coli, es de destacar que Glockshuber vy
colaboradores reportaron la presencia de una arilsulfotransferasa en cepas uropatogénicas de
E. coli, la cual puede transferir grupos sulfato a grupos fendlicos mediante un mecanismo
diferente a los empleados por enzimas de eucariotas (sin requerir del donador del grupo
sulfurilo, PAPS) [Malojcic, Owen, et al., 2008]. El proceso de fosforilacién en E. coli es mejor
conocido [Vincent, Doublet, et al., 1999, Vincent, Duclos, et al., 2000, Enami and Ishihama,
1984, Rosen, Becher, et al., 2004]. Aunque la fosforilacion de los fragmentos del FVIII parece la
modificacion mas probable, cabe destacar que la sulfatacién de los residuos de Tyr**® (FVillal) y

Tyr1664/1680 (FVIlla3) se ha reportado como necesaria para un eficiente corte de activacion del

FVIII humano en las posiciones Arg372 v Arg1689

por la trombina [Pittman, Wang, et al., 1992,
Michnick, Pittman, et al., 1994]. También es interesante sefialar que al sobreexpresar el FVlllal
en medio minimo M9 sélo se obtuvo el fragmento recombinante correspondiente a la masa
molecular esperada (tedrica), lo que indicaria que la modificacidn postraduccional putativa no

ocurre en condiciones nutritivas reducidas para las bacterias.

5.2.2.1.2 Busqueda de condiciones de cristalizacion de los conectores FVillal y

FVIlla3 unidos a la trombina

Nuestros resultados previos con el conector FVa2 [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011] y
los experimentos de band shift de los conectores FVIllal y FVIlla3, que confirmaron la
interaccion con la trombina, nos motivaron a buscar condiciones de cristalizacion de complejos
de estos fragmentos del FVIII con la proteinasa (ver tabla 4.12 y anexo 10), con el objetivo de

resolver las estructuras 3D de dichos complejos. Sin embargo, luego de procesar y resolver las
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estructuras 3D de un gran numero de cristales obtenidos segun lo descrito en el anexo 10, se
evidencid densidad electrénica sélo para la molécula de trombina y no para los conectores
FVIllal 6 FVIlla3. Por ello se optd por modular el sitio de corte y activacién de los conectores
para favorecer la forma acomplejada de la trombina con el sustrato. Se realizaron mutaciones
dirigidas en las posiciones P; y Py sobre los residuos de arginina y serina, los cuales fueron
reemplazados por glutamina y prolina, respectivamente. Dado que la glutamina tiene una
cadena lateral no cargada vy la prolina dificulta a las proteasas serinicas procesar los enlaces Xxx-
Pro, se espera que estos cambios favoreciesen la formacion de complejos mds estables entre la
trombina y sus sustratos. Aunque para los casos de los conectores FVIllal y FVIIla3 aun no se
han obtenido los resultados esperados, tal y como se discutié anteriormente, esta estrategia
resultd exitosa en el caso del complejo de trombina-PAR1,(R42Q), por lo que se sigue
trabajando en la busqueda de condiciones de cristalizacién de complejos entre la trombina y

estos conectores del factor VIII.

5.2.2.2 Estudio de las bases moleculares de la interaccion del conector FVlllal

humano con la trombina y el FX mediante RMN

Nuestro siguiente objetivo fue caracterizar las interacciones entre el conector FVillal y
la proteasa activadora, la trombina, asi como con el sustrato del complejo FVIllal-FIXa, el FX.
Mediante los ensayos de correlacién de dos dimensiones 'H-">N del FVillal en presencia y
ausencia de la proteinasa respectiva, se observd que el conector al interacciona de forma
evidente con la trombina libre (Figura 4.28). Estas interacciones se ponen de manifiesto a
través de dos cambios caracteristicos en los espectros de resonancias: (1) cambios notables en
los desplazamientos quimicos (chemical shifts) de algunas de las resonancias al agregar la
proteasa (Figura 4.35), y (2) cambios en la amplitud e intensidad de algunas sefales por un
efecto de ensanchamiento de las mismas, efecto cominmente descrito en ensayos de RMN
cuando una molécula pequefa interacciona con una macromolécula [Lane and Lefevre, 1994,
Wider, 2000, Craik and Wilce, 1997, Lian, Barsukov, et al., 1994]. Al analizar detalladamente
estos dos efectos se evidencia que la intensidad de algunas de las sefiales de resonancia del
FVillal libre disminuye, mientras que las sefiales del conector acomplejado solamente
incrementan su intensidad al aumentar la concentracién de trombina, sin percibirse ningin
desplazamiento quimico lineal unidireccional de las mismas. Estas observaciones indican que el

intercambio entre el FVIllal libre y unido a la trombina es lento, lo cual suele ocurrir cuando las
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dos conformaciones de la molécula son energéticamente comparables, y sugiere interacciones
estables con elevadas constantes de formacién [Reid, MaclLachlan, et al.,, 1997, Lane and

Lefevre, 1994, Craik and Wilce, 1997].

331

5.2.2.2.1 Identificacién de la regién Glu***-Asp**° del conector FVIllal como sitio de

interaccion con la trombina

El conector del FVIllal es un fragmento relativamente grande (Mr = 6.4 kDa) que se
predice intrinsicamente desordenado en ausencia de ligandos, y con una composicion
aminoacidica notablemente repetitiva (por ejemplo 9 residuos de aspartato y 6 de glutamato).
A pesar de estas caracteristicas, los ensayos de RMN realizados evidenciaron una apropiada
dispersién de las resonancias, tanto en los ensayos de correlacién 'H->N como en los del tipo
13CO-°N. Esto a su vez permiti6 asignar los residuos del FVIllal sin ninguna ambigiiedad a
resonancias especificas, tanto libre (96% de los residuos) como en presencia de la proteasa
activadora (93%). La comparacidon de estos espectros permitid definir inequivocamente los

residuos del conector al del FVIII que interaccionan con la trombina.

En la figura 5.6 se resumen de forma esquematica los desplazamientos observados en
los dos tipos de experimentos de RMN realizados, HSQC *H-">N y CON **CO-""N. En ambos casos
se presenta la secuencia completa del fragmento recombinante FVIllal y se resaltan en color
rojo los residuos con desplazamientos mdas notables entre la sefial de resonancia del FVillal
libre y en presencia de trombina. En color naranja se destacan aquellos residuos cuyas
resonancias experimentan desplazamientos mds moderados, mientras que los residuos cuyas
resonancias no se detectaron en los experimentos del FVIllal en presencia de trombina, por el

ensanchamiento de la sefial, aparecen en celeste.

Como era de esperar, una de las regiones del FVlllal que experimentaron mayores

cambios en presencia de trombina libre corresponde a los residuos entre la 11e*® (P,) y Gly*”

369 370

(Py) del fragmento del sustrato, donde las resonancias de los residuos lle™” y GIn™"" presentan
desplazamientos muy evidentes, y las de los residuos le** a Gly373 incluso desaparecen. Esta
observacion confirma la validez de la estrategia empleada para estudiar las interacciones
trombina-FVIIl, ya que es la regidon C-terminal del fragmento donde se encuentra el sitio de
corte para la trombina (Arg®’?-Gly*”®) (Figura 5.7). Por otra parte, estos resultados de los

13~ 15
C-

experimentos 'H-N y N confirmaron de forma independiente la existencia de una
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segunda regién de interaccién con la proteasa activadora en el extremo N-terminal del

331 339 . . 349
conector, Glu™™-Asn™, que eventualmente podria extenderse hasta el residuo Asp™.
Teniendo en cuenta la orientacidn que adoptan los sustratos al unirse productivamente a
proteasas serinicas, y en particular nuestros resultados previos sobre la interaccidon de la
trombina con el conector a2 del factor V [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011], asi como el
papel bien establecido del exositio | de la proteasa en la activacion del FVIII [Myles, Yun, et al.,
2002], es logico postular que estos residuos del FVIII interaccionan con esta regién bdasica de la

trombina.

A. Desplazamientos detectados mediante ensayos de correlacion 'H-1°N:

322 330 340 350 360 370
ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRGSGC

B. Desplazamientos detectados mediante ensayos de correlacion 1°CO-15N:

322 330 340 350 360 370
ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRGS

Figura 5.6 Resumen esquematico de los residuos de FVlllal que interaccionan con la trombina. En A se resumen
los resultados obtenidos en los ensayos de correlacion 'H-"N y en B los resultados de los ensayos de correlacion
Bco-"N. La numeracién corresponde a la del FVIIIl humano maduro. Los residuos resaltados en rojo indican un
cambio notable en el desplazamiento de las resonancias del FVlllal al comparar con el FVlllal en presencia de
trombina, resaltado en naranja un cambio mas leve en el desplazamiento y en celeste se resaltan los residuos que
no se detectan en los ensayos de RMN al agregar la trombina. Los residuos en itdlica (del 322-329 y del 373-376)
no corresponden al FVIllal humano, sino al constructo realizado para la expresion del fragmento recombinante.

369

Figura 5.7 Modelaje de la secuencia lle -GIy373 correspondiente a los subsitios P,-P;- en su complejo productivo
con la trombina. A partir del andlisis de los espectros de resonancia del FVIllal libre y en presencia de la proteasa
se evidencid un notable desplazamiento e incluso la desaparicién de las sefiales de los residuos correspondientes a
las posiciones P,-P; del FVillal los cuales incluyen el sitio de corte y activacién de la trombina. Con esta
informaciéon se modeld la posible conformacion de los residuos IIe%g-G/y373 (representados en sticks con cadigo de
colores: atomos de C en azul grisaceo, N en azul y O en rojo) en los bolsillos S,;-S;- del sitio activo de la proteasa
(color rosa/amarillo, se representa en sticks rosa los residuos de la triada catalitica y la Asp189 de la proteinasa). El
modelado se realizé a partir de la estructura de trombina-PAR1 reportada por [Gandhi, Chen, et al., 2010].
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La evidencia directa a favor de esta hipdtesis abarca tanto nuestros resultados
(discutidos mads adelante), como los estudios previos que han reportado que la interaccidn del
FVIII con los exositios de la trombina son requeridos para su activacién, y que ademas el
fragmento C-terminal de la hirudina inhibe la activacidén del FVIII al bloquear el exositio | de la
proteinasa (ver Introduccion, Figura 1.14A y [Esmon and Lollar, 1996, Bukys, Orban, et al., 2006,
Fay, 2004, Naski, Fenton, et al., 1990, Liu, Brustad, et al., 2007, Barrow, Healey, et al., 1994]).
Sin embargo, es importante destacar que la secuencia N-terminal del FVIllal no presenta una
homologia clara con el péptido de la hirudina, ni con las secuencias semejantes a la de este
inhibidor presentes en el conector FVa2 o en el dominio extracelular del receptor PAR1 (Figura
5.8). Como mencionamos en el epigrafe 5.2.1, tanto la estructura 3D de la trombina unida al
receptor PAR1 ([Gandhi, Chen, et al., 2010] y nuestros propios resultados, ver epigrafe 4.2.4.1),
en complejo con la hirudina [Corral-Rodriguez, Macedo-Ribeiro, et al., 2010, Rydel,
Ravichandran, et al., 1990] o el FVa2 [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011] revelan que un
elemento esencial de la interaccion de estos diversos ligandos con la proteasa es la insercion de
un residuo aromatico (Tyr52 en PAR1, Phe>® en la hirudina, y Phe®®® en el FVa2) en una cavidad
formada por atomos tanto de la cadena principal como de las cadenas laterales de los residuos
Phe* Leu®, Arg67, Arg73 y Thr’*. Ademas, estos residuos aromaticos son seguidos de un residuo

de acido glutdmico (Glu> en PAR1, Glu®’ en la hirudina y Glu®®

en el FVa2), el cual forma
puentes salinos con el grupo guanidinio de la Arg”. De este modo, este par de residuos adopta

conformaciones muy similares en los complejos con la trombina.

Por el contrario, no hay ningun residuo aromatico dentro de los identificados como
parte de la secuencia del FVIllal que interacciona con la trombina en nuestros experimentos de

RMN (Figura 5.8). Sin embargo, ya que el residuo Met*’

es uno de los que experimenta
cambios mas notables al formarse el complejo trombina-FVlllal, podria especularse que este
residuo hidrofébico es el equivalente topoldgico de los residuos aromaticos de la hirudina, el FV
y PAR1 mencionados mds arriba. Sin embargo, una inspeccién mds detallada de las secuencias
de estas proteinas que interaccionan con el exositio | revela la presencia de una lisina en el
FVIllal inmediatamente después del residuo aromatico que encaja en el bolsillo hidrofébico

(Figura 5.8). La ausencia de una homologia clara entre la secuencia del FVIllal y los motivos

semejantes a la hirudina, entre otros aspectos discutidos mas abajo sugiere que el conector
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FVIllal adopta una conformacion que difiere sustancialmente de la de los ligandos

caracterizados hasta el momento por cristalografia de rayos X.

662 680
FVa2: EDSYETEEPPESTVMATRK
717 735
DYYEDSEEDISAYLLSKNN
FVilla2:
717 731
DY¥EDSYEDISAYLL
46 64
PAR1: RNPNDK¥EPFWEDEEKNES
54 65
Hir-C: GDFEEIPEEYLQ
331 349
FVlllal: EEPQLRMKNNEEAEDYDDD

Figura 5.8 Esquema parcial de las secuencias de los cofactores FVa2, FVlllal y FVIlla2, del dominio extracelular
del receptor PAR1 y del péptido C-terminal de la hirudina. Los residuos Glu®®®-Glu®” del Fva2 [Corral-Rodriguez,
Bock, et al., 2011], LysSl—Phe55 del PAR1 (en este trabajo y [Gandhi, Chen, et al., 2010]), y GIy“—GIn65 de la cola C-
terminal de la hirudina (Hir-C) [Rydel, Ravichandran, et al., 1990] interaccionan con el exositio | de la trombina. Los
numeros corresponden a las proteinas maduras y se resaltan con fondo verde los residuos conservados. El
conector FVIlla2 presenta dos parejas de residuos Tyr-Glu topoldgicamente equivalentes a las demas secuencias.
Como se puede observar las cinco secuencias son regiones ricas en aminoacidos de caracter acido o aromatico, en
el caso del FVa2, PAR1 y de la Hir-C se ha reportado que el residuo aromatico (resaltado en color verde) se
encuentra completamente anclado en un bolsillo hidrofébico en el exositio |, seguido de un residuo de acido
glutadmico que forma puentes salinos con el residuo Arg75 presente en el lazo 70-80 de la proteasa. Notese que la
Met** del FVIllal (con fondo amarillo) podria ocupar la posicién topoldégicamente equivalente en el exositio | de la
trombina.

Otro aspecto importante a destacar de nuestros experimentos de RMN es la total
ausencia de cambios en los espectros de resonancia del FVIllal en presencia de moléculas de
trombina con el sitio activo o el exositio | bloqueado. Estos resultados no son en absoluto
evidentes habida cuenta de la gran distancia que separa ambas regiones de la molécula, y la
gran flexibilidad esperable en un polipéptido que no posee puentes disulfuro, y muy
probablemente carece de estructura secundaria estable en solucién (Figura 5.9). Por estas
razones, eran esperables interacciones trombina-FVlllal limitadas al exositio | (en el caso de la
trombina-FPR), o contactos con los residuos del sitio activo al emplear trombina inhibida con un

exceso del péptido C-terminal de la hirudina.

De estos resultados se pueden extraer conclusiones importantes sobre el proceso de
. ., . .. . ., 372 373 . .
activacion del FVIII. Primero, el acceso del sitio de corte y activacién, Arg” “-Ser”’" al sitio activo

de la trombina es estrictamente dependiente de la interaccién previa de la secuencia Glu*-
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Asn**® con el exositio | de la proteinasa, o una regién muy cercana. Esta interaccién con el
exositio favorece el procesamiento del enlace Arg>’*-Ser®”® por varios motivos. Por una parte, y
como hemos discutido anteriormente (epigrafe 5.1.2), existe una comunicaciéon entre ambas
regiones de la proteinasa, manifestada en la direccidn sitio activo — exositio | por la resistencia
a protedlisis del lazo 70-80 en la trombina inhibida con FPR (ver epigrafe 4.1.1 y Figura 4.2 en
Resultados). Los experimentos de RMN sugieren que, de forma simétrica, la unién del péptido
Glu*'-Asn**? del FVIllal al exositio | induce una conformacién en el sitio activo de la trombina
que es mas apropiada para la insercion de los residuos del sustrato alrededor del sitio de corte

y activacién, en una configuracién estereoquimica favorable a su procesamiento.

C
A.
1 11 11
1 — I S 1
. + N % (o4 < . N — N
[od
B.
1
) - + N /\ﬁ c — NO INTERACCION
C.
b
1 :
@ + N /\F c — NO INTERACCION
Hir-C

Figura 5.9 Representacion esquematica de las interacciones de la trombina con el FVillal. La trombina se
representa con un évalo azul celeste, los exositios | y Il en color amarillo y el centro activo en color rojo. En A se
propone el modelo de interaccion inicial entre el extremo N-terminal del FVIllal y el exositio | de la trombina, y la
posterior introduccion del sitio de corte y activacion del conector en el centro activo de la proteasa. En B se
representa la trombina inhibida irreversiblemente con FPR, mientras que en C se representa la proteasa con el
exositio | ocupado por el péptido C-terminal de la hirudina. Noétese que segun los resultados de nuestros
experimentos de RMN, el FVIllal no interacciona con la proteasa en presencia de FPR o Hir-C.

Por otra parte, la formacién de un complejo intermedio trombina-FVlllal en el que sélo
la region acida N-terminal del conector contacta con la proteasa facilita extraordinariamente la
“busqueda” de la trayectoria apropiada a lo largo de la superficie de la molécula de trombina,
de forma tal que los residuos P4-Py- pueden insertarse entre los lazos que emparedan el sitio
activo de la proteasa. De este modo, la combinacion de un sitio activo mas rigido y el pre-

posicionamiento del enlace Argm—Ser373

a una distancia apropiada de la triada catalitica,
explican la importancia de las interacciones mediadas por el exositio | en el proceso de
activacion del FVIII, y en particular de los residuos Arg”>, Arg’”® y Tyr’® de la proteinasa [Myles,

Yun, et al., 2002]. Por el contrario, el exositio Il parece jugar un papel secundario en este
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sentido, al menos para el corte entre los dominios Al y A2, donde los cambios en los espectros
: 362 363 . 1,4 15 . . . ..
de los residuos Asp™“ y Asp™~ en los experimentos "H-""N sugieren interacciones limitadas con

algunos de los residuos basicos que forman este exositio.

Por otra parte, es quizas todavia mas sorprendente que la ocupacion del sitio activo de
la trombina -y, con ello, la estabilizacidn del lazo 70-80- en lugar de favorecer las interacciones
con el FVIllal, las impida. Esta situacion es completamente opuesta a la observada por nuestro
grupo para el conector a2 del FV, el cual no se une a la trombina libre, pero si a la inhibida con
FPR [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011]. De este modo, y junto a la ausencia de homologia

3L Asp** del FVIIlal con los motivos semejantes a la hirudina discutidos mas

entre la regién Glu
arriba, apuntan a la existencia de un modo de unién radicalmente diferente al caracterizado
hasta el momento por cristalografia de rayos X de complejos de la trombina con la hirudina, el

PAR1 o el FVa2.

5.2.2.2.2 Mecanismo de activacion del FVIII humano mediado por la trombina

Diferentes regiones del FVIII se han asociado a posibles mecanismos de activacion
mediados por la trombina, incluyendo la regién acida que comprende los residuos Glu**°-Asp®**
en la region N-terminal del dominio A2. Fay y colaboradores propusieron que este motivo
semejante a la hirudina (E**’EEDWD>**) interacciona con el exositio Il para facilitar el corte de

activacion entre los residuos Arg’*%-Ser’*

[Nogami, Zhou, et al.,, 2005]. Sin embargo, la
inspeccién de las estructuras 3D reportadas del FVIllal reveldé que la exposicidn de esta region,
particularmente el residuo Trp®>® que estd orientado hacia el cuerpo de la molécula -y
conservado no solo en el FV y el FVIII, sino también en la ceruloplasmina-, requeriria un
reordenamiento grande y muy poco probable de la subunidad A2 (Figura 5.10). Ademas, los
residuos Asp392 y Asp394 que fueron mutados por alaninas también estan envueltos en
contactos intramoleculares importantes: se destaca que el grupo carboxilato del residuo Asp>®?
estd formando un puente salino fuerte con el grupo guanidinio de la Arg®® (distancia: 2.7A)
(Figura 5.10 A), mientras que el Asp>**, orientado hacia el cuerpo del cofactor, forma puentes

396

de hidrégeno con el 4tomo de nitrégeno de la cadena principal de la Ala™" y el carbonilo de la

421 (Figura 5.10 A). Por lo tanto, es concebible que el mutante de alaninas en los residuos

Arg
Asp>®? y Asp>® que presenta una actividad especifica equivalente a un fenotipo severo de

hemofilia, reportado por Fay y colaboradores, se explica por una inestabilidad estructural global
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del FVIII mutante, y no por la perdida de interacciones directas de estos residuos con el exositio

Il de la proteasa.

A

389 394

Figura 5.10 Vista detallada de la estructura 3D alrededor de los residuos Glu™ -Asp™ del dominio A2 del FVIII.
La region Glug’gg-Asp394 se representa de color morado (sticks), mientras que el resto de los residuos del dominio A2
en color verde, donde se destacan algunos residuos (en sticks) que interfieren con las posibles interacciones de
esta regidn con el exositio Il de la trombina. Algunos residuos de interés se representan con la superficie de Van
der Waals correspondiente. En A y B se presentan dos diferentes vistas detalladas de la misma region del FVIII.
Notese que los residuos mutados por alanina (Asp392 ) [Nogami, Zhou, et al., 2005] estan rodeados
principalmente de los residuos de Arg593, Lysm, Arg™ y Pro*”’ por lo que es dificil pensar en una posible
interaccidn de estos residuos con el exositio Il de la proteasa. Las estructuras 3D se generaron con PyMol a partir
de los cédigos 2R7E y 3CDZ depositados en el PDB por [Ngo, Huang, et al., 2008, Shen, Spiegel, et al., 2008].
[Codigo de colores: dtomos de C, morado o verde, N azul y O rojo].

421

También se ha asociado los residuos 717-725 (DYYEDSYED) dentro del conector a2 del
FVIIl como posible mecanismo de activacion, donde se reportdé que mutaciones dirigidas a los

residuos Asp y Glu de esta regién reducen la velocidad de protedlisis por la trombina en los

372 1689
-S -

enlaces Arg er’’? y Arg'®®-ser'®® del cofactor [Newell and Fay, 2008] (ver epigrafe 1.5.3 de

la Introduccién). En este sentido, la estructura reportada del FVIII (PDB: 2R7E) que presenta
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parte del conector interdominios A2-B permitié analizar detalladamente la regién de los
residuos 717-725 presuntamente implicados en la interaccién con la trombina. Por ejemplo, el
reemplazamiento simultaneo de los pares de residuos acidos GIum/Asp721 y GIum/Asp725 por
alanina disminuyen en ~10 y ~30 veces la velocidad de protedlisis por la trombina sobre los
sitios de corte Arg372 y Arg1689, lo cual también se ha interpretado como prueba de que estos
residuos participan en el mecanismo de activacidon del cofactor [Newell and Fay, 2008]. Sin

20 56 encuentra completamente expuesto al solvente, y

embargo, a pesar de que el residuo Glu
es precedido por una tirosina también expuesta, la implicacién funcional de los residuos
Glu"°/Asp’®' en interacciones directas con la trombina no es evidente, y probablemente
requeriria de reordenamientos estructurales tanto en este conector como en el vecino FVlllal
(Figura 5.11). Consideraciones similares son aplicables al doblete Glu’**/Asp’” que se

encuentra todavia menos accesible a la proteasa activadora en la estructura del FVIII.

B
Glu720
Arg372
Tyr719 Asp721
Try718
Tyr72
Glu724
Asp725
£

717 725

Figura 5.11 Representacion de la estructura 3D alrededor de los residuos Glu''-Asp ™ del conector a2 del FVIII.
La regidon que comprende los residuos GIum-Asp725 se representa en sticks en cédigo de colores: verde (C), azul (N)
y rojo (0). En A y B se presentas dos vistas detalladas de esta regién con una rotacién aproximada de 180°
alrededor del eje Y. Notese que los residuos Aspm, Glu™ % Asp725 estan orientados hacia el interior de la molécula
del cofactor, lo que impide cualquier posible interaccidon con los exositios de la trombina. Las estructuras 3D se
generaron con PyMol a partir del cddigo 2R7E depositado en el PDB por [Shen, Spiegel, et al., 2008].

Finalmente, y evidenciando la importancia del papel funcional de los conectores
interdominios del FVIII, se han reportado diferentes mutaciones que afectan a residuos que
forman parte de los mismos. En este sentido, dentro de las alteraciones mas importantes
destaca la mutacion missense p.Tyr346Cys, la cual es una de las diez mutaciones mas

frecuentemente reportadas a nivel mundial, segun la base de datos de hemofilia A (HAMSTeRS;
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www.hadb.org.uk). El cambio de este residuo de tirosina por cisteina en el conector FVillal
causa un fenotipo entre intermedio y severo de hemofilia A, y refuerza nuestras observaciones

331—Asp349 participan en la interaccién del FVIllal con la trombina. En

de que los residuos Glu
esta misma base de datos, otra de las alteraciones mas frecuentemente reportada es la
mutacion missense p.Arg1l689Cys, que también causa un fenotipo entre intermedio y severo de

esta patologia, como consecuencia de la eliminacion del sitio de corte y activacion del FVIII,

1689 . .1690
-S .

Arg er

5.2.2.2.3 Modelo de activacion del FVIII

A pesar de que el FVIII es topoldgicamente equivalente al FV, este ultimo carece del sitio
de corte entre los dominios Al y A2. Sin embargo, es razonable esperar que los elementos
esenciales del modelo postulado para la activacion del FV [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011]
sean también validos para el cofactor homélogo, y en particular el “desplazamiento” de la
trombina de un sitio de corte al otro por interacciones mediadas por los exositios. En el caso del
FVIII, el sitio de corte y activacién inicial se encuentra en la frontera entre los dominios A2 y B

(Arg740—Ser741), que escinde el dominio B y como consecuencia se incrementa la velocidad de

372 1689 1690
-S -Ser

hidrdlisis de los enlaces Arg*’%-Ser’’® y Arg por la trombina [Newell and Fay, 2007,
Hill-Eubanks, Parker, et al., 1989]. Como hemos mencionado antes, varios estudios proponen
gue las interacciones del conector a2 (711-740) con la proteasa se dan a través del exositio I
[Esmon and Lollar, 1996, Nogami, Zhou, et al., 2005, Barrow, Healey, et al., 1994]. En este
sentido, debido a que este péptido es mas corto (29 residuos) que el resto de los conectores
tanto del FVIIIl como del FV, es mas probable que algunos residuos acidos y/o alguna de las
cuatro tirosinas del conector FVIlla2 interaccionen con el exositio Il, y permitan la correcta
presentacion del sitio de corte Argm—Ser741 en el centro activo de la proteasa. Una vez realizado
este corte inicial, y considerando la cercania espacial de las regiones al y a2 observada en las
estructuras cristalinas reportadas (Figura 5.12) [Ngo, Huang, et al., 2008, Shen, Spiegel, et al.,
2008, Venkateswarlu, 2010], podemos suponer que el modelo del “desplazamiento” de la
trombina de un sitio de corte al otro por interacciones mediadas por los exositios es valido, y
permitiria explicar el segundo corte de activacién en el enlace Arg*’%-Ser*”® (dominios A1-A2)

favorecido por la interaccién inicial de los residuos Glu**!-Asp®* con el exositio | de la trombina,

segln nuestros resultados experimentales.
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Figura 5.12 Modelo de los cambios conformacionales propuestos durante la activacion del FVIIl generados por
dindmica molecular. La estructura 3D de la variante del FVIII sin el dominio B reportada previamente por [Shen,
Spiegel, et al., 2008] (PDB: 2R7E) fue modelada y refinada mediante simulaciones de dinamica molecular de 75-80
ns por [Venkateswarlu, 2010]. Los modelos incluyen los conectores interdominios acidos del cofactor (destacados
en color rojo); se resaltan en sticks los sitios de posible sulfatacion de tirosinas en estos conectores, y los iones de
cobre y calcio se representan mediante esferas de color morado y rojo, respectivamente. A. La representacion del
cofactor inactivo evidencia la proximidad de los conectores al y a2 del FVIIl, lo que apoya el modelo del
“desplazamiento” de la trombina de un sitio de corte a otro por interacciones mediadas por los exositios. B. En el
modelo del cofactor activo se observan los cambios conformacionales de las regiones interconectoras al y a2, asi
como la pérdida del conector a3 luego de los cortes de activacidén respectivos (Arg372, Arg740 y Arglesg). Se indica
también el lazo putativo de unidn al FIXa (residuos TrySSS-Aspssg, color morado), expuesto como consecuencia de la
activacion del cofactor. Figura modificada de [Venkateswarlu, 2010].

Pese a la limitada homologia de secuencia entre los tres conectores del FVIII, y de los
mismos con las regiones topoldgicamente equivalentes del FV, es posible extrapolar los
resultados obtenidos previamente para los conectores FVa2 y FVIllal a las interacciones de los

conectores FVIIIla2 y FVIIla3 con la proteasa activadora. Al comparar los conectores acidos aly

184



Discusion

a3 del FVIII se observa que ademds de longitudes muy similares (44 vs. 42 residuos) presentan
una homologia razonablemente alta (11 residuos estrictamente conservados, ademas de 6

sustituciones conservativas). En particular, el tetrapéptido *DYDD?**#®  estrictamente

1 1
663_p\gpp 1666

conservado tiene su contraparte exacta en la secuencia Asp (Figura 5.13). El analisis

de estas regiones topoldgicamente equivalentes permite extrapolar los resultados obtenidos en
este trabajo de investigacion con el fragmento FVIllal al conector interdominios a3-A3, y

plantear la hipdtesis de que el FVIlla3 interacciona principalmente con el exositio | de la

1649 1666
-A

trombina a través de la regién mds N-terminal, Glu sp~ ", para la correcta presentacion del

1689_Ser1690

sitio de corte y activacién Arg en el centro activo de la proteasa activadora y generar

finalmente el FVIII completamente activo.

330 340 350 360 370 v
FVIITIal PEEPQLRMEKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVREDDDNSPSEIQIRS
FVIIIa3 -EITRTTLQSDQEEIDY¥DDTIS-VEMKKEDEDIYDEDENQSPRS
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Figura 5.13 Alineamiento de las secuencias de los conectores interdominios al y a3 del FVIIl humano. Se
presentan las secuencias de las regiones FVlllal y FVIlla3 con la numeracién correspondiente al FVIII humano
maduro. Los residuos estrictamente conservados se muestran con fondo verde; otros residuos reemplazados
conservativamente estan sombreados en amarillo. El sitio de corte por la trombina se indica con un triangulo.
Notese la homologia entre los dos conectores, particularmente de los residuos DYDD que permiten extrapolar los
resultados obtenidos con el FVIllal al FVIlla3. El alineamiento fue generado con T-Coffee [Notredame, Higgins, et
al., 2000, Poirot, O'Toole, et al., 2003].

A partir de los resultados de los ensayos de RMN obtenidos en esta investigacién se
diseflaron mutantes del conector FVlllal para evaluar mediante resonancia de plasmones de
superficie la contribucidén relativa de los residuos que presuntamente se unen al exositio |, a su
afinidad por la trombina. Ademds, se sintetizé el péptido Glu***-Asp®* y se iniciaron ensayos de

cristalizacion con trombina.
5.2.2.2.4 Estudio de la interaccion del conector FVIlal con el factor X mediante RMN

Finalmente, nuestros experimentos de RMN conducidos en presencia del FX humano
natural no arrojaron ninguna evidencia de interacciones entre el conector acido FVlllal, vy el
sustrato del complejo X-asa (ver Figura 4.30B en Resultados). Nuestras observaciones
contradicen un reporte previo de Fay y colaboradores, segun los cuales la regién que
comprende los residuos 337-372, y particularmente los residuos Asp361—Asp363 del FVlllal
presentan afinidad por el exositio de unidén a heparina presente tanto en el zimégeno (FX) como

en el FXa [Nogami, Freas, et al., 2004].
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Aunqgue es dificil comparar resultados obtenidos empleando técnicas y materiales
diferentes, si que es posible realizar una serie de consideraciones acerca de la posible
implicacidn -o no- del conector FVIllal en el reconocimiento del sustrato, FX, por el complejo X-
asa. En primer lugar, destacamos que, en nuestras manos, los ensayos de RMN en solucién
utilizando el fragmento recombinante FVIllal permitieron estudiar de forma detallada las
interacciones con la trombina, identificando con experimentos complementarios e
independientes los residuos que establecen contactos mas fuertes con la proteasa. Esto, a
pesar de la relativamente baja afinidad de esta interaccion. (Nétese que la interaccién es
inhibida por el péptido C-terminal de la hirudina que se une a la proteasa con una contante de
inhibicién aproximada de 0.54 uM [Naski, Fenton, et al.,, 1990]). Por tanto, la interaccién
putativa entre el FX y el conector parece ser de mucha menos afinidad, a juzgar por los
espectros esencialmente idénticos del FVIllal marcado, en presencia y ausencia del sustrato.
Una interaccién tan débil es poco probable que contribuya decisivamente al reconocimiento y
procesamiento del FX por el FIXa unido al FVllla, aunque no puede descartarse que este

conector forme parte de una plataforma mas extensa de reconocimiento del sustrato.
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Conclusiones

A. Plasticidad y termoestabilidad de la trombina

1.

La ocupacion del sitio activo o del exositio | de la trombina por ligandos especificos conduce
a incrementos significativos en la estabilidad térmica. Ademas, nuestros experimentos de
microcalorimetria y de termofluorescencia demuestran que existe un efecto sinérgico sobre
la termoestabilidad de la trombina por la presencia simultdanea de ligandos especificos del

sitio activo (FPR) y del exositio | (péptido C-terminal de la hirudina).

Mediante ensayos de protedlisis limitada con Arg-C se demostré un incremento en
estabilidad estructural de la trombina en presencia de ligandos especificos del sitio activo,

que afectan principalmente el lazo 70-80 del exositio .

Las estructuras 3D refinadas a alta resolucién, de trombina libre e inhibida
irreversiblemente con FPR permitieron evidenciar el reordenamiento e incremento en la

estabilidad estructural del lazo 70-80 del exositio | de la proteasa.

Se obtuvieron cuatro estructuras tridimensionales de trombina libre o inhibida con FPR con
empaqguetamientos -y por tanto, con dimensiones de celda- no reportadas previamente en
la literatura. Estas estructuras 3D confirmaron, nuestras observaciones sobre el
reordenamiento y la estabilidad estructural de esta proteasa serinica, y en particular de su

lazo 70-80.

B. Bases moleculares de la interaccion del receptor PAR1 con la trombina

5.

Se establecieron protocolos para la sobreexpresion heteréloga en E. coli y la purificacidon de
dos formas recombinantes del dominio extracelular del receptor de plaguetas PAR1 que
permiten obtener cantidades suficientes de estas proteinas con la pureza y homogeneidad

necesarias para estudios estructurales.

Se demostrd cualitativamente la formacion de complejos entre el dominio extracelular de

PAR1 y la trombina libre mediante ensayos de electroforesis en condiciones nativas.

La modulacién del sitio de corte y activacion en el dominio extracelular de PAR1 con la
mutacion R41Q, permitid cristalizar el complejo trombina-PAR1(R41Q) y determinar la
estructura tridimensional mediante reemplazamiento molecular. La estructura fue refinada

a una resolucion de 3.0 A.

Se determind que el dominio extracelular del receptor PAR1 humano interacciona con el

exositio | de la trombina a través de su regién semejante a la hirudina, Lys‘r’l—GIu‘r”. La
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multitud de interacciones con la proteasa activadora y su conservacién sugieren que los
residuos Tyr’? y Phe> juegan un papel fundamental en el mecanismo de activacion. Este
importante papel es también sugerido por su equivalencia topoldgica con los residuos
Phe®® y Pro®* del FV, y Phe™® e 11e® del péptido C-terminal de la hirudina,

respectivamente.

C. Bases moleculares de la activacion del FVIII mediada por la trombina

9.

10.

11.

12.

190

Se han sobreexpresado heterélogamente en E. coli, y purificado los fragmentos del FVIII

humano correspondientes a los conectores FVIllal, FVIlla2 y FVIlia3.

Se demostro cualitativamente la formaciéon de complejos de los conectores acidos FVIllal y
FVIlla3 con la trombina libre en disolucidn mediante electroforesis en condiciones nativas.
Asimismo, se demostré mediante ensayos de RMN que el FVIllal se une a la trombina libre,

pero no a la trombina inhibida con FPR o con el péptido C-terminal de la hirudina.

Mediante experimentos de RMN utilizando muestras de FVIllal marcadas con nitrégeno-15
y/o carbono-13, se lograron asignar los residuos del conector a las resonancias
correspondientes tanto en su forma libre como unido a la trombina. A partir del analisis de
los espectros de RMN se demostré que el FVlllal interacciona con el exositio | de la

proteasa a través de sus residuos mas N-terminales, Glu**'-Asp>*°.

Basados en los resultados de estos experimentos de RMN y en nuestros resultados previos
con el conector FVa2 [Corral-Rodriguez, Bock, et al., 2011], hemos propuesto un modelo de
interaccion del conector FVIllal con la trombina, seglin el cual el conector interacciona
inicialmente con el exositio | para a continuacién rodear la molécula de trombina y
presentar el enlace Argm—Ser373 en el centro activo de la proteasa en una conformacién
6ptima para su hidrolisis. Dada la similitud de secuencias, el presente modelo de interaccion
se especula comun a la interaccidon de la proteinasa serinica con el conector entre los

dominios B-A3 del FVIII (FVIlIa3).
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Anexo 1

Las estructuras de trombina reportadas se enlistan en orden creciente de simetria del

grupo espacial; en los casos de estructuras isomorficas se presenta la mayor y menor dimension
de celda. En un gran numero de casos, la trombina ha sido co-cristalizada con péptidos
derivados de la regién C-terminal del inhibidor natural de la trombina, la hirudina (usualmente,

incluyen los residuos 54-65 o 55-64), estos péptidos se indican como Hir(54-65).

Las cuatro estructuras tridimensionales de trombina con las dimensiones de celda no
reportadas, obtenidas en este trabajo, junto con la recopilacién exhaustiva presentada en esta
tabla son parte de uno de los manuscritos en preparacion para la publicacion de los resultados

de esta investigacion de doctorado.

Supplemental Table 1. Summary of reported thrombin structures.

PDB code Interactions with

/ Res. (A) Active site region Exosite |

Asymmetric unit content

Ref.

Triclinic (P1)
a=46.33A,b=50.17A,c=85.50A, .= 76.39°, B = 83.93°, y = 73.74°

3LU9/ 1.80 | S195A mutant of human thrombin PAR1 residues Asn’” (P;) — PAR1 residues Tyr52—GIu57. Fully !
bound to PAR1 residues Ala*~Glu®’. Arg46 (Ps’). defined.
(Two complex molecules).

Triclinic (P1)
a=5221Ab=62.26A,c=6751A, a=99.38°, B =110.46°, y = 92.26°

3P6Z/ 1.69 | FPR-inhibited human o-thrombin FPR moiety covalently linked | Factor V residues Glu®**-
bound to acidic A2-B domain linker | to His’’ N&2 and Ser*” Oy. Glu®"*/ser®”,
of human FV. (Two complex
molecules).

Triclinic (P1)
a=62.24A b=68.234,c=9897A, a.=72.57°, B = 84.05°, y = 80.45°

3P70/ 2.55 | Benzamidine-inhibited human a- Benzamidine occupies S, Factor V residues GIuGSG/IIeGW— 2
thrombin bound to acidic A2-B pocket, other subsites Pro®’,
domain linker of human FV. (Four empty.
complex molecules).
Monoclinic (P2)
a=121.67A,b=50.57A,c=129.74 A, B = 114.76°
1EOF/3.10 | Human a-thrombin bound to N-terminal peptide of the Major contacts with COOH- 3
haemadin. (Three complex inhibitor (lle’-Val®). terminal tail from neighbouring
molecules). haemadin moiety (Glu46—lle52).
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Monoclinic (P2;)
a=71.20A,b=7450A,c=83.40A, B =92.50°
1BTH/ 2.30 | Bovine thrombin (Glu192GIn mutant) | Reactive site loop of the Extensive interactions with a 4
bound to bovine pancreatic trypsin inhibitor (residues Pro™- symmetry-related thrombin
inhibitor (BPTI). (Two complex e, positions P3-P3’). molecule (GIu127—Tyr134, PhemA).
molecules).
Monoclinic (P2;)
a=71.23A,b=76.58A,c=97.32A, B =106.64°
1JOU/ 1.80 | Human thrombin, Ser195Ala mutant | AB: occupied by COOH- AB: contacts intermediate helix |~
(Three molecules). terminus of neighbour light | and light chain from symmetry-
chain in substrate-like related molecule (Argm, Glu'™).
14K 15
manner (lle”™" —Arg™ occupy
positions P4,—P,). CD: no crystal contacts, however
fully defined by electron density.
CD: occupied by COOH-
terminus of light chain from | gp. extensive contacts with both
symmetry-related molecule heavy and light chain residues
in substrate-like manner from symmetry-related
14K 15
(lle™ —Arg™ occupy molecule, in particular with 37-
positions P4,—P,). loop.
EF: essentially free.
Monoclinic (P2,)
a=54.07A,b=81.26A,c=8546A, B =101.62°
1DE7/2.00 | Human thrombin bound to CMK FXIII activation peptide Extensive contacts with °
derivative of FXIIl activation peptide, | covalently linked to His®’ Ne2 | symmetry- related thrombin
residues Thr’®-Arg®’. (Two complex and Ser'” Oy. molecule (Arg"*, GIu™’, Phe®®™).
molecules).
Monoclinic (P2;)
a=82.47A,b=88.78 A, c=9855A, B =106.21°
1UCY/ 2.20 | Bovine thrombin bound to Fbg Aa Fully occupied by Fbg Ao H: minor contacts with light /
chain residues Asp7 to Arglg; N atom | chain residues in all three chain from a neighbouring
of Gly"’ replaced by C to avoid thrombin molecules (from molecule (Glu'"); fully defined.
proteolysis. (Three complex Py to P3).
molecules; two with a-thrombin, one K: apical residues make major
with e-thrombin). contacts with 60-loop and bound
Fbg peptide from a neighbouring
complex molecule.
N: only weak contacts with light
chain from a neighbouring
molecule.
Monoclinic (P2;)
a=80.91A b=80.844,c=114.14 A, B =101.05°
1XMN/ 1.85 | FPR-inhibited human o-thrombin FPR moiety. Extensive contacts with light 8
bound to heparin fragment of eight chain, intermediate helix, 204-
monosaccharides. (Four complex loop (Phe*®*), and COOH-

molecules).

terminal helix from a symmetry-
related molecule.
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Monoclinic (C2)

a=68.94-72.47A,b=70.90-73.52A,c=71.31-73.80A, B =99.34-101.85°

2BVR/ 1.25" | Human a-thrombin bound to either | Synthetic inhibitor or NH,- Hirudin residues Asp> —Leu®"; °
hirudin COOH-terminal tail (Tyr63 terminal region of hirudin apical residues of the 70-80 loop
sulphated or not) and active site- peptidomimetic (in several also contact exosite | from a
directed inhibitor, or to hirudin cases covalently bound to symmetry-related molecule.
. . . 195
peptidomimetic. (One complex Ser™™” Oy).
molecule).
Monoclinic (C2)
a=70.66-72.85A,b=71.32-72.47A,c=72.63-73.52 A, p = 100.75 - 101.26°
1HAG/ 2.00° [ Human prethrombin-2 or thrombin Free. Hirudin residues AspSS—Leu64; 10
bound to Hir(55-64) or Hir(55- apical residues of the 70-80 loop
64)(SO3 ). (One complex molecule). also contact exosite | from a
symmetry-related molecule.
Monoclinic (C2)
a=70.97A,b=72.50A,c=72.57A, B =100.50°
1HAI/ 2.40 | Human thrombin, irreversibly FPR moiety. Contacts 70-80 loop from a 1
inhibited with FPR. symmetry-related molecule.
Monoclinic (C2)
a=70.88A,b=71.964,c=73.04 A, B =100.65°
1VR1/1.90 | Thrombin-tPA chimera; 37-loop Free. Hir(55-64)(SO3 ); also makes 1
swapped from tPA. Bound to Hir(55- important contacts with exosite |
64)(SO3 ). (One complex molecule). from a symmetry-related
molecule (70-80 loop). 37-loop
disordered.
Monoclinic (C2)
a=119.98A,b=47.67 A, c=50.69 A, B =92.29°
3JZ1/ 1.60 Human thrombin, Asn143Pro mutant, | Extensive contacts between | Free, partially disordered. >
Na*-bound. (One molecule). 60-loop residues and Trp**
with 37-loop and
neighbouring residues from a
symmetry-related molecule.
Monoclinic (C2)
a=128.10A,b=51.10A, c=63.00 A, B = 100.0°
INRP/3.00 | Human a-thrombin bound to PAR1- | PAR1 residues Leu®*~Ser™”. PAR1 residues from a crystal >
derived peptide, Leu**-GIu®; Arg™ neighbour (Tyr'r’z, Phe™) occupy
(P;) replaced by B-homoarginine. “lower” exosite I; additional
(One complex molecule). contacts with neighbouring
thrombin molecule.
Monoclinic (C2)
a=71.30A,b=72.20A,c=72.30A, p =100.0°
INRR/ 2.40 | FPR-inhibited human a-thrombin FPR moiety covalently linked | PAR1 residues Lys” —Phe™ >

bound to PAR1-derived peptide,
Phe-GIu®. (One complex molecule).

195

to His®’ N2 and Ser™ Oy.

occupy “lower” exosite |;
extensive contacts with a
symmetry-related molecule (in
particular with its exosite 1).
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Orthorhombic (P2,2,2)
a=62.98A b=117.52A,c=47.99 A

1D0J/ 1.70 | Human thrombin bound to Hir(55- Synthetic inhibitor RWJ- Hirudin residues Aspss—Leu64; 2
65)(SO3 ) and RWJ-51438. (One 51438, covalently linked to also makes some contacts with
complex molecule). ser'® Oy. symmetry-related molecule.

Orthorhombic (P2,2,2)
a=80.50A,b=107.10A,c=45.80A

1TMT/ 2.20 | Human a-thrombin bound to hirudin | FPR moiety. Hirudin residues Asp>—Leu®; >
peptidomimetic, CGP 50,856. (One major additional contacts with
complex molecule). symmetry-related thrombin

molecule.
Orthorhombic (P2,2,2)
a=108.97A,b=80.92A,c=46.17A

1HDT/ 2.60 | Human thrombin bound to Hir(54-65) | Peptidyl inhibitor in “retro- Hir(54-65) / Contacts in addition |’
and synthetic inhibitor BMS-183507. | binding” mode (parallel intermediate helix from a
(One complex molecule). binding mode). symmetry-related molecule.

Orthorhombic (P2,2,2)
a=108.17A,b=81.22 A, c=46.00A

1BMMY/ 2.60 | Human thrombin bound to Hir(54-65) | Peptidyl inhibitor in Hir(55-63) / Also contacts exosite >
and synthetic inhibitor BMS-186282. | antiparallel beta-strand | from a symmetry-related
(One complex molecule). arrangement. molecule.

Orthorhombic (P2,2,2)
a=167.78A,b=49.04 A, c=43.79 A

1BMN/ 2.80 | Human thrombin bound to Hir(54-65) | Peptidyl inhibitor in Hir(55-63) / Also contacts exosite | >
and synthetic inhibitors BMS-189090. | antiparallel beta-strand | from a symmetry-related
(One complex molecule). arrangement. molecule.

Orthorhombic (P2,2,2)
a=83.77A,b=134.02A, c=44.03A

3DD2/1.90 | FPR-inhibited thrombin bound to FPR moiety. Bound hexaethylen glycol >
exosite IlI-directed RNA aptamer. molecule + extensive interactions
(One complex molecule). with both protein and RNA

moieties from a symmetry-
related molecule.
Orthorhombic (P2:2;2,)
a=47.10A,b=111.77A,¢c=176.25A

1P8V/ 2.60 | Complex of platelet receptor GPIB-a | Diisopropyl phosphonate Major contacts with Leucine Rich o0
and a-thrombin. (One complex (cross linker). Region (LRR) and Cyswg—Cys264 SS-
molecule). bond of COOH-terminal region

from a symmetry-related GPIB-a
molecule.
(Arglz‘o’-Leu129 a-helix of GPIB-a
receptor interact at exosite Il)
Orthorhombic (P2,2,2,)
a=49.71-50.60 A, b=73.55-73.70 A, c =89.77-90.10 A
1781/ 2.00% | Human thrombin mutants G193A, D-Phe-Pro-Arg tripeptide, Minor contacts with symmetry- B

G193P, Y225I, or double mutant
(W215A, E217A), irreversibly
inhibited with FPR. (One complex

covalently linked to ser'”

Oy and His”” Ng2.

molecule).

186A

related molecule (Asp™"), 70-80

loop partially disordered.
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Orthorhombic (P2,2,2,)
a=51.11A b=73.83A,¢c=87.33A

1TQ7/ 2.40 | Anticoagulant thrombin mutant FPR moiety. Minor contacts with symmetry-
W215A/E217A. related molecule (Asp™*®*), 70-80
loop partially disordered.
Orthorhombic (P2,2,2,)
a=53.10A,b=75.10A,c=82.40A
1THP/ 2.10 | Y225P thrombin, irreversibly FPR moiety. Minor contacts with symmetry- ot
inhibited with FPR. (One molecule). related molecule (Aspm).
Orthorhombic (P2,2,2,)
a=56.52-58.28A,b=77.44-77.61A, c=99.52-100.02 A
1HAO®/ 2.80 | Human thrombin, FPR-inhibited and | D-Phe-Pro-Arg tripeptide, Oligonucleotide (15-mer). o
bound to different DNA aptamers. covalently linked to Ser®®
(One complex molecule). Oy and His®’ Ng2.
Orthorhombic (P2,2,2,)
a=73.23A,b=107.62A,c=136.03A
1RD3/2.50 | Anticoagulant thrombin variant Free. B: Extensive contacts with 63
E217K. (Two molecules). symmetry- related thrombin
molecule (Argm, Glum, PhemA).
D: Extensive contacts with light
chain from a neighbouring
molecule (Lys'’-Glu™*")
Orthorhombic (P2,2,2,)
a=88.26A,b=68.02A c=61.22A
1ABJ/ 2.40 | Human a-thrombin, irreversibly FPR moiety covalently linked | Important contacts with o
inhibited with FPR. (One complex to Ser'” Oy and His®’ Ng2. symmetry-related molecule.
molecule).
Orthorhombic (P2,2,2,)
a=40.14A,b=60.01A, c=120.0A
3EE0/ 2.75 | W215A/E217A mutant of human Free. Extensive contacts with light 6
thrombin. (One molecule). chain from a neighbouring
molecule (Lyle—GIuMH)
Orthorhombic (P2,2,2,)
a=88.41A,b=8840A,c=117.22A
1TB6/ 2.50 | Antithrombin-thrombin-heparin Reactive center loop of Important contacts with Pro**- |

mimetic (SR123781) ternary complex.
(One complex molecule).

antithrombin (residues lle**-
Aspm; position P4 to P3".

347 360 362

Glu™"and Asp™-Leu
from a neighbouring
antithrombin molecule.

loops

Orthorhombic (P2,2,2,)

a=58.51-61.34 A, b=68.20-69.74 A, c = 158.16 —

162.93 A

1SHH/ 1.55”

FPR-inhibited human a-thrombin or
R77A—A mutant. (Two molecules).

FPR moiety.

Extensive contacts with either
second monomer or symmetry-
related molecule; Tyr76 sitsin a
cage formed by side chains of
Tyrm, Pro°® and Phe®™*;
additional contacts to a second,
symmetry-related molecule.

67
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Orthorhombic (P2,2,2,)
a=6560A b=102.80A,c=119.70 A

14

1AWH/ 3.00 | Human thrombin bound to 5,5-trans- | Trans-lactone inhibitor AB: Contacts symmetry-related
fused cyclic lactone euphane covalently bound to Ser'” dimer (exosite I; a-helix 165—
triterpene GR133686. (Two complex | Oy. 171).
lecules).
molecules) CD: Contacts symmetry-related
molecule (exosite I, lle**).
Orthorhombic (P2:2:2,)
a=90.04A,b=90.70 A, c=159.90 A
1SR5/3.10 | Ternary complex of antithrombin- Reactive center loop of Contacts with heparin molecules | *
anhydrothrombin-synthetic 16-mer antithrombin (residues lle*?>- | from a symmetric a symmetry-
heparin mimetic (SR123781A). (One Aspm; position P4 to P3". related molecule.
complex molecule).
Orthorhombic (C222,)
a=92.15A,b=80.01A, c=100.60 A
1TWX/ 2.40 | Human thrombin double mutant Free. Hirudin residues Aspss—Leu64; 69
D221A, D222K, bound to Hir(55-64) additional contacts with exosite |
(SO3). (One complex molecule). residues from a symmetry-
related molecule.
Tetragonal (P4s)
a=b=50.90A, c=325.80 A
1HLT/3.00 | Human thrombin bound to Glu*®- FPR moiety. Thrombomodulin peptide 7
Glu**® peptide from thrombomodulin sandwiched between exosite |
EGF domain 5. (Two complex regions of the two independent
molecules). thrombin molecules.’
Tetragonal (P452,2)
a=b=90.34-90.80 A, c=132.34-132.50 A
1FPH/ 2.50 | Human thrombin bound to Hir(54-65) | Fibrinopeptide A or small Hirudin residues AspSS—GInes; t
or [des-amino Asp55]hirudin(55-65) | synthetic inhibitor. additional contacts with exosite |
and either CMK derivative of and bound hirudin peptide from
fibrinopeptide A or active site- a symmetry-related complex
directed inhibitor. (One complex molecule.
molecule).
Hexagonal (P3,)
a=b=76.26A,c=192.45A
2A45/3.65 | FPR-inhibited thrombin bound to FPR moiety covalently linked | Fbg residues from all three S
central fibrinogen fragment E. (Two | to Ser'™ Oy and His®” Ne2. chains: Phe®’, Asp®®, Glu®® (a1),
thrombin molecules bound to Ala®, Asp® (B), Asp”’, Ser™ (y).
covalent o,3,y, Fbg dimer).
Hexagonal (P6,)
a=b=152.31A,¢c=126.80A
1JMO/ 2.20 | Human thrombin Ser195Ala mutant | Serpin reactive site loop, Serpin peptide Leu®—Phe®; also |

bound to heparin cofactor Il. (One
complex molecule).

. 441 446 444
residues Phe” "—Thr™"; Leu

occupies S; pocket.

126_ 129C

contacts a-helix Arg""—Leu
and following residues (Glum,
Glnm) of a symmetry-related
thrombin molecule.
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Hexagonal (P65s)

a=b=93.10A,c=95.29A

15

1C4Y/ 2.70 | Human thrombin bound to Hir(52-64) | Synthetic inhibitor; Hirudin residues AspSS—Leu64;
(505 ) and synthetic inhibitor. (One cyclohexyl moiety in S; contacts also residues from a-
complex molecule). pocket. helix Arg'2-Leu™ (Arg?®,
Glu'™).
Hexagonal (P6,22)
a=b=81.68A,c=186.40A
1UVS/ 2.80 | Bovine thrombin bound to synthetic | Non-primed subsites S,—S; Apical residues make important 1
inhibitor, BM51.1011. (One complex | occupied by synthetic contacts with a symmetry-
molecule). inhibitor. related molecule (70-80 loop,
intermediate helix). Disordered
or partially disordered residues
Thr’* and Arg”.
Hexagonal (H3)
a=b=214.40A,c=131.41A
1DX5/2.30 | Human a-thrombin, irreversibly Glu-Gly-Arg tripeptide, Thrombomodulin, EGF domains 5 |
inhibited with Glu-Gly-Arg covalently linked to His>’ Ng2 |and 6.
chloromethyl ketone, bound to active | and Ser'® Oy.
thrombomodulin fragment. (Four
complex molecules).
Cubic (P2,3)
a=b=c=131.93A
1TQ0/ 2.80 | Human thrombin W215A/E217A Essentially free. Extensive contacts with both 1
double mutant. (Two thrombin light and heavy chain residues
molecules). from symmetry related molecule,
including exosite | residues.
Cubic (12,3)
a=b=c=135.10A
1DM4/ 2.50 | Human thrombin Ser195Ala mutant Fibrinopeptide A; non- Extensive contacts with both 9

bound to fibrinopeptide A residues
Asp7—Arg16. (One complex molecule).

primed sites occupied by
substrate residues, Arg16 in$S;
pocket.

light and heavy chain residues
(exosite 1) from a symmetry-
related molecule.
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Anexo 3

Leyenda:

. Los [CHE IR (o Ty [P LR HERER E se muestran en blanco con sombreado rojo; las

substituciones conservativas se muestran en gris.

. La numeracion sobre los alineamientos corresponde a los cofactores humanos maduros.

° 1SDD corresponde al cédigo del PDB de la estructura cristalografica del FVa inactivado
humano (Adams et al., PNAS 2004); 1KCW a la ceruloplasmina humana (Zaitseva et al., J. Biol.
Inorg. Chem.1996); 1D7P al dominio C2 del FVIII humano (Pratt et al., Nature 1999) y 1CZT al
dominio C2 del FV humano (Macedo-Ribeiro et al., Nature 1999).

° Los cortes proteoliticos llevados a cabo por las enzimas siguientes se indican mediante:
v Trombina (activacion).
{ Plasmina (inactivacién; Nogami et al., JBC 2007).
| aPC (inactivacion).

° Las siguientes modificaciones post-translacionales se indican con los simbolos:
* Tirosina sulfatada. (Destacar que aquellas en las posiciones 395 y 407 en el FVIII no han

sido verificadas experimentalmente. En el FV, ninguno de estos sitios ha sido verificado).
¢ Sitios de N-glicosidacion. (Unicamente se indican los sitios conservados).

° Los residuos Ser-97-Tyr-105 del dominio Al del FVIII representan un sitio interactivo de

la cadena ligera (Ansong et al., Biochemistry 2006).

° El residuo Glu1829 del dominio A3, contribuye a la uniéon de la subunidad A2 en el FVllla

(Wakabayashi et al., ). Thromb. Haemost. 2007).

. Los residuos del dominio A3 His-1954-His-1961 estan implicados en interacciones con el

dominio Al (Ansong & Fay, Biochemistry 2005).

° Las regiones involucradas en la unién a membrana se muestranirecuadradas.
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i . 10 . 20 .30 .l 40 . 50 . 60
FA8_HUMAN .ATRRYELGPNELS F§“QSDLG. . ELPVDARFPPRVPKSFPENTSVVYKFTLEVEFTDHLGNIA
FA8_CANFA - ATRKYMEGAVELSLD QSDLL.SALHADTSFsSRVPGSLPLTTSVTY%VWEETDDL a
FA8_MOUSE - ATRRYNELGAVELSUNYTOSDLL. . SVLETDSRFLPRMSTSFPFNTS MYKITYFVEVKBOLINTA
FA8_RAT - ATRKYPLGAVELPRIHVSGGAS . GAQRSDSRFPPGTE . . . APSAEVVHTITVEVEYMDRFIGHTA
FA8_PIG . ATRRY¥)LGAVELSDMRQSELL . RELEVDTRFPATAPGALPLGPSVL YK TVEVEF TDQLIFS VA

i . 10 . 20 . 30 . 40 .
FAS_HUMAN AQLROFVABQGISTSIRPEPTN . . o v eeeevene e SSLNLSVTSFEKIVYREYEPYGKKE
FAS_BOVIN AKLROEMVARQST PESTH. . ieuininnnnnnns LSSKFFETSFUKIVYREYEAYOKE
FA5_PIG ARVROEMVARQSIS o= S PSSSPFATSFKIVYREYEAVIIOKE
FA5_MOUSE AQLROEMVARQGIL PEPTD e eevnnnnnaenns PSLNSIPSFEKIVYREYEQVIKKE
1sDD — ) —m) ) ————

20 . 30 . 40 . 50 . 60 y . 70 . ¥ 80
CERU_HUMAN . KERH¥IGT IETTDASDHGEKKLISVDTEHSNI YLQNGPDRIGRLYKALY LQYTDE TR TT
1KCW

- Al domain -------------——————————————

.70 . 80 . 90 . 100 . 110 . 120 .
FA8_ HUMAN KPREPWMEL e T IOAEY Y TV I TLRAMAS EEVS LER VEV s TwiHA SFEA D0 T SQRERERDK
MUTANT R
FA8_CANFA KPREPWMELIRGZT TOARY Y] VFVSWYWIHASI H TS
FA8_MOUSE KPREPHMELIRE T TWIEVHD VS T S RS
FA8_RAT KPRELWMELIRS T TWIEVH 5&5 KRG s
FA8_PIG RPREPWMELIRG ST IOAEY Y SV SEWS SIXEAFNFEINATS

50 . 60 . .90 .10
FAS5_HUMAN KPQBTI SRy REvGHT TSI] PQ@IEYSELSI S TFPAERKMIDE
FA5_BOVIN KPOSRTSELIRSTLY ARV LST1: (R O ETKY SIAT SIAEA SNSINHTT, PMERMMI
FA5_PIG KPPSRMSELIRESTLY ADVGHT TADKIZLS T3 P OETK Y S AIEA SHPNHTE LVERKMNIR
FA5_MOUSE KPRSSNSELI 3L YARVGHVIK % LSII:PQEIKYSI*FSI SHANHTF PAERKINIA
1sDD —_—)— ) mp-

.90 . 100 . 110 . 120 . 130 . 140 .
CERU_HUMAN IEKBVW LSRR LK ART GOV VH LR s REYTRS HET T¥ VG HZgA PN T TDF QRARK
1KCW — — >

———————————————————————————— Al domain —----—---%-———————i- i

130 . 140 . 150 . 160 . 170 . 180 . 190
FA8_HUMAN GRS HRgv WOV KENCRMA SP T /Sy sl RV DLV < e e AR VERE G SRKERTQTL
MUTANT N P
FA8_CANFA ﬁ: SHEESVWORLKENGEMASE v SEFERVDLVX L NESITE KERTQTL
FA8_MOUSE Fl2el S Hig VWOV KENGIZVASY v SEMEHEVDLV KL NS AT enidr, KERTQML
FAS_RAT L ST OV GE S R RSP N SAERTRMP
FAS_PIG KILREK S VWOV KENGIZTASIP B eLiyy SHLGHV DL VKNGS TeAT, RERTQNL
. . 130 . . 150 .

FAS5_HUMAN g WSESEDSGETHDE IR BHENT EGGTQKT
FAS5_BOVIN I EDGTQKM
FAS_PIG I c EDGIQKM
FA5_MOUSE v D =CII T RN e LIeKKGTIaTEDGTQKM
1sDD —_——_— S

150 . 160 ¢ 170 . 180 . 190 gy 200 . 210
CERU_HUMAN e ViR L LATEE QSECEC) e NSV T FEH 1 DAr «)r ARS e r T Tk« D SDKEKEKHT
1KCW ) _—

224



Anexo 3

FA8S_HUMAN
MUTANT
FA8_CANFA
FAB_MOUSE
FAS_RAT
FA8_PIG

FA5_HUMAN
FA5_BOVIN
FA5_PIG
FAS5_MOUSE
1SDD

CERU_HUMAN
1KCW

FAS_HUMAN
MUTANT
FAS_CANFA
FAB_MOUSE
FA8_RAT
FA8_PIG

FA5_HUMAN
FA5_BOVIN
FA5_PIG
FA5_MOUSE
1sDD

CERU_HUMAN
1KCW

FAS_HUMAN
MUTANT
FA8_CANFA
FA8_MOUSE
FA8_RAT
FA8_PIG

FA5_ HUMAN
FA5_BOVIN
FA5 PIG

FA5_MOUSE

1sDD

CERU_HUMAN
1KCW

. 200 . 210 . 220 . 230 . 240 .
H. .KFILUGAL N <EWHSETRNSIMG. . . . . . DRDAASARAWPKMETVIQEYVNRSLCLICRH
S P
Q. .EFVLY HSETNASLTQu v vvnvennnns AEAQHELHT T EYVNRSIEGET
Y. .QFVLY HSETNDSYTQ. .. ... SMDSASARDWPKMHTVLI(EYVNRSLIEGLIG
P..HFVLL HAATRDPAST v v vnveennnns EAQPTVHTVLEY TNRTLIHGLTG
H..EFVLY HSARNDSWTR. . .... AMDPAPARAQPAMHTVIEVVNRSLEGLIG
180 . 200 . 210 . 220
FDKQIVL SKISOSS . v v veie i SLMY TV Y VNGIMZDIT
FEKQHVL SRS )0 (6 S SLMYTVEYVNGTMEDIT
FDKQYVL SKEINOSS . v v veeeeeeeeennns SLMYTVEYVNGTMEDIT
FDKQHVLL SHEIRSQSE . v et ii e SLMYTDUeFVNKIMZDIT
— -
. 220 . 230 . 240 . 250 . 260 . 270

D.REFVVEESEVEENFEﬁYLEBN:KTYEEEPEKVDKDEEDFQESNRM?SVEEYTEGSEEGLS&EA

250 . 260 . 270 . 280 . 290 . 300 . 310

RKSVYEVIGMGT TP EVESIFLEgH TFLVANEROASEE TSP IFL T TLIMDLZOFLEFCHIS S
D

KRSV gV I GMGTT PEVASTF EEgH TRLVRNARQASEE TS B IRF L TR TFEMD LB FLEFCHIPS

RKSVY HVIGMGTTPEIHSIFLE eHTFFVRNHRQASLETSP IWF LTEO TLLI DLEOFLLECHISS

GTSVY HVMAVGTT P DIHSTLLE S TS VR S HROASLE TS BIAYLL THO TWEMD LERELLFCHISS

KKSVY JHVIGMGT S PEVHSIFLEeHTFLVRHHRQASLE LS PLF L TR0 TFLMDLEQFLLFCHISS

. 230 . 240 . 250 . 260 . 270 . 280
HDHISHLLCMSSGPELES IHFNEQVLEQNAHKVS AT TLVSANS TTENMTVGPE ILSSLTPK
HDHISEHL:GMSSGPELFSIHFN VLEQNHHKISAITLVSANSTTEINMTVSE. WTIASLIPR
YDHISGHLTGMSSGPELESIHESeOVLEQNHHKVSALITLVSAINS TTENWMTV S PE PISSLIPK
HDHWSALTGMS SGPELESTHENEOVLEQNQHEV STVTLVSANS TTEWMTMS PERERWTIVS SLIPK

> > > s

280 w . 290 . 300 . 310 . 320 . 330 . 340
EDRVKYLFGMGNEVDVHAAFFHgoALTNKNYR T DEINEFBARL POV MVEAQN PEEWMES CONLN

. 320 . 330 .l 340 . 350 . 360 . 370
EoH D EMEN VX VD s PR E PQLRMKNNEEAZ DY DDDLTDSEMDVVRFDDDNS PSFIQIRSVAKKHP
s
E0HDEMERY VX VD SEPEEPQLRMKNNE . DKDYDDGLYDSDMDVVSEDDDSSSPFIQIRSVAKKHP
KH DM VK VDS P EES QWOKKNNNEEMEDY DDDLY SEMDMFTLDYD . SSPFIQIRSVAKKYP

||
ERHG HYVQVDN PEAPQGQGEKEDEDTEDYDDLD. . SEMDVFTWDPE . DAAPFVQVRSAAKROFP
ﬁHHG iHVRVES EEPQLRRKADE.EEDEDDNLYDSDMDVVRLDGDDVSPFIQIRSVAKKHP
&---——————- FX binding ----------- >
290 . 300 .| 310 .
ELQASMOAEENTKNEP . . KKTRNLKK . . e evveeevineeeeentens ITREQREHM
EFQ QYT DTEN B S ) = LTRDQRRHT
EFQ L I ] R LTRDQRRHT
[E)4e; Y TDIENEE . JKKTRSPET s o s v s v i s s e s e e LTREQRRYM
. 359 . 360 . ¥
[HINS FLQHFFQVQE NESSSEDN . v v v s s s ssnnsssassnssnsnsssnssssssssnsnns IRGK
o
—————————————— Y e
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400 . 410 . 420 . 430 .
FA8_HUMAN _ : FVIVLAPDDRS. ... ... YKSQYLNNGPQ KNEITVR DET
FA8_CANFA , : ¢X2SGPTPNDRS. ... ... HKNLYLNNGPQ CWVREVANMTDET]
FA8_MOUSE : £NSSVPTSDNGS. ... ... YKSQYLSNGPH IJﬁH&RFI DET
FA8_RAT (T : s NIAATLEDGS . ... ... LRNRYLGRGPGREES KN VREVANTDGT]
FAS_PIG ¢NAVPSPSDRS. . ... .. YKSLYLNSGPQ Y4 ARFVANTIVE]
340 . 350 . 360 . 370 .
FA5_HUMAN : 7NT/ I PANMDKK . . . . . . . YRSQHLDNF SNQREK HeRavIMY TOREDE S|
FA5_BOVIN : £NST TPANMDKK . . .. . . . YRSLHLDNFSN HHE%VVYKQ DDS
FA5_PIG : #NIT TPANMDKK. . ... .. YRSLHLDNFSNQ HHE*VVYKQ DES
FA5_MOUSE : ¢NJVIPANMDKI. . ..... YRSQHLDNFSNQ HE!!VIYRQ EET
¢
370 v_ 380 . 390 . 400 . 410 . 420 . 430
CERU_HUMAN HVRHYYRAREET T ON7N]SGT DI FTKENLTAPGSDSAVEFEQGTTRIZEG SheauLV YR EFTDASHT
lKCW 1 'Y 'Y Y —— —_—
L4 L4 L4 — L4
—————————————————————————— A2 domain ----------------————m—————
440 . 450 . 460 . 470 . 480 . 490
FA8_HUMAN TREAIQHES. . . EIMGSLL Y GEYGT LT TIGKoASRPYNIYJHGITDVRPLYSRRL. . . . . . PK
MUTANT v R
FA8_CANFA TREAIQYES. KUOASRPYNWYVIHGINYVTPLHTGRL. . . . . . PK
FA8_MOUSE TRETIQHES. KUOASRPYNMYISHGITDVSPLHARRL. . . . . . PR
FA8_RAT TREATPREA. KURASRAYNMHISHGIRDVGAVHAGRL. . . . . . PR
FA8_PIG TRKAIPYES. KUKASRPYNMYJgHGITDVSALHPGRL. . . . . . LK
380 . 390 . 410 . 420 . 430
FAS5_HUMAN KHTVNPNMKED . BTGt TRAGTRNT LK TVEKIMASR PY SHvEFHGVTFSPYEDEVNSSF . . . . TS
FA5_BOVIN KRLEDPSSEGD . EIPEYTIRA IVIFKIMASRS Y SHYISHGVTF S PYDNEVN .TS
FA5_PIG KRLENPNNKED . eTife) 2V TRAQ IVIFKIMASRS Y SHYIFHGYTFSPYEDDVNSSS. . . . TS
FA5_MOUSE KRTDNPS:KQS.EI- IRAQ IVIgKIMASRPY Spivly GVTFSPYEDGI?SUU....TS
. 440 . 450 . 460 . 470 . y480 . 490
CERU_HUMAN NRKERGPEEEHT S Tle v IW ARG CHT IRVIGEYKGAY PLSIE T GVRFNKNNEGTY Y SPNYNPOS
————————————————————————— A2 domain ---—----—---————-—————————————
. 500 . 510 . 520 . 530 . 540 . 550 .
FA8_HUMAN GVKHLKDF P LR FRK TV TVE DG TK SOP REL TR [ r VIME R LA SEATe P LT Re Y KEF
MUTANT v R
FA8_CANFA GVKHLKDMPILEGHI FKKITVTVEDG SLTRYSErINLERNLAS PLIITEYKE
FA8_MOUSE GIKHVKDLPIHEGHAT FKMKITVTVEDG g TRV LT INPERLAS PLIAYKE
FA8_RAT GVKHVKDLPZI TLTAEDG REVIRY VDPEEELAS PLIISCKE
FA8_PIG GWKHLKDMPILJZGIxTFKMK TV TVE DGZTK SIPRELTR Y4 INLEK LAS PLIAeVKE
440 . 460 . 470 . 480 . 490 . 500
FA5_HUMAN GRNNTMIRAVOEG ONILEFDE DVDIMREIRS SAITCE
FA5_BOVIN G . SNTMIRAVRIG] LNILESDE DITHRLAS LLEeK S
FA5_PIG D . NNTMIRAVQIEC LNILESDE DITRRIAS LLEeK S
FA5_MOUSE G. SHTTIRPVOC WNILEFDE DVDVTRYTAS LLpgeK S
500 . 510 . 520 . 530 . 540 3. 5504 . 560
CERU_HUMAN RSVPPSASHVARTETE TR IV PKEVCE TN AP VELARMYEAVD P TREL F a At MrileK K G
1KCW e » — "
1 v —— L

—————————————————————————— A2 domain -----------——--—-——-——————-----—
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560 | . 570 . 580 . 590 . 600 . 610 .
FA8_HUMAN VDQRENS MERK RNV T B SUgNeR SWY LTEN I ORGLENPAGVQLERFEFOARNIMA. . . . . SI
MUTANT I
FAS_CANFA ¥pg _ SWYLTEZMORGLPNADVVQPHNPEROLEUIMA. . . . . ST
FA8_MOUSE VDQ (RNVILFSDFNai0SHY I TEQMORIFL PNAAKTQPQWEG IMH. ....SI
FAS_RAT VDO SWYISERMR MH. ....5T
FA8_PIG VDQ , IFNAOSHY LAETQ IMH. . ...ST
530 . 540 . 550 . 560
FA5_HUMAN SWYLEDYINKGCENPDEVKRORPKEVERTIMS. . . . . TIY
FA5_BOVIN (SWYIEDAI YKFCENPEKVKRDWPKIFY EQUTMSNETLPAT
FA5_PIG TEQKAVFAVINANKSWY IEDNT YKIgCENPEKVKRDBPKIIVERIVIMS . . . . . T
FA5_MOUSE IEQQAVEFAVIgNAK SWY I EDYI NKIFCENPDEVKRDYPKFYERYIMS . . . . . T
. 570 . 580 . 590 . 600 . 610 . 620
CERU_HUMAN LHANEREK DI EFYLFPTWLEDQ:RME?TAPDQVDKE@EDEQE@ ..... KMHSMY
1KCW S S t— —
Ld L ——— e L
————————————————————————— A2 domain ----------—---------—————— -
620 . 630 . 640 . 650 670 . 680
FA8_HUMAN EYVEDSLQ. MsVELHEVAY NI TR GAQTHFLSY LTIggrScERVFMsY
FAS_CANFA B vEDNLO . sV EEVAY Y I LNV GAQTDELSY LTLigaF SGETVEMSM
FA8_MOUSE BvEDsLE .| HEVAYHITHVGAQTDFLSE LTLigaF SGETVEMSM
FAS_RAT B vEDGLE .| HEVAAZHVIEVGAQTDFLSV LTVigaHSGVIVEMSM
FAS_PIG EWFDSLQ.- SVeLHEVAY ¥ ITEVGAQTDFLSY LTLig3F SGETVEMSM
. 570 . 580 . 590 . 620
FA5_HUMAN E¥VPESITT] FDDTVOZEECEVGTONEI LTTH SFIYCKRHEDL THFIMRGESVTVTM
FA5_BOVIN YVPES I PIIAGE @F DDTVQUHEFCEVGTONDILTLH SFIYGKRHEWMLTLIFMOGESVTVTM
FA5_PIG YVPESIET FDDTVOLEECYVRTHDNILTIH SFINGKRHEDALT LIgaMRGESVTVTM
FA5_MOUSE EYVPESZS” FDDTVOLEECEVGTHDDILTIH SEIYGRRHEPUMLTLFZMRGESVTVIM
630 . 640 . 650 . 660 . 670 . 680 .
CERU_HUMAN [SEMYGNO P GRTMEK DSV YL FEAGNE ADVH G TGS ENTY LR GERFERAN LD TS LTLHMW D
1KCW [N [N 1% [ — % — [ _—h —
————————————————————————— A2 domain ---------------—-——-——-——-——--
. 690 . 700 . 710 . 720
FAS_HUMAN ENEELWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSEDKNTGE. . oo vvvvevvieinnnen e YYEDS
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. 730 . 740 1650 . 1660 . 1670 . 1680
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. 1810 . 1820 . 1830 . 1840 . 1850
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1990 . 2000 . 2010 . 2020
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FAS_HUMAN
FA8_CANFA
FAS_MOUSE
FAS_RAT
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1D7P
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Alineamiento de Fuentes-Prior, P. (sin publicar)
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Modificado de la pagina web de Novagen (http://www.merckmillipore.es)

pET-3a-d Vectors

The pET-3a-d vectors carry an N-terminal T7+Tag® sequence and BamH I cloning site. These
vectors are the precursors to many pET family vectors; the pET-23a-d(+) series corresponds to
pET-3a-d but incorporates several additional features. Unique sites are shown on the circle map.
Note that the sequence is numbered by the pBR322 convention, so the T7 expression region is
reversed on the circular map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by
T7 RNA polymerase is shown below.

Bpu1102 li4s8)
BamH I(510)
PET-3a sequence landmarks
T7 promoter 615-631 Nde I(s50)
T7 transcription start 614 Pvu l(4015) Xba lsse)
TT7+Tag coding sequence 519-551 Bal lls48)
T7 terminator 404-450 Pst lase0) SgrA l(es7)
BR322 origin 2814

gla coding ft[equence 3575-4432 S sy

The maps for pET-3b, pET-3c and pET-3d
are the same as pET-3a (shown) with the
following exceptions: pET-3b is a 4639bp
plasmid; subtract 1bp from each site beyond
BamH 1 at 510. pET-3c is a 4638bp plasmid;
subtract 2bp from each site beyond BamH 1 HOIE li(3338)
at 510. pET-3d is a 4637bp plasmid; the
BamH I site is in the same reading frame as
in pET-3c. An Nco I site is substituted for
the Nde I site with a net 1bp deletion at

PET-3a
(4640bp)

AlwN |(z188)

position 550 of pET-3c. As a result, Neo 1 Bsm I(1638)
cuts pET-3d at 546. For the rest of the sites, ‘ Ava l(1702)
subtract 3bp from each site beyond position BspLU11 Ii2752) Msc 1(1723)
551 in pET-3a. Nde I does not cut pET-3d. Afl lli2752) BputD i(1858)

Sap li2e3s) BscG l(1912)

Bst1107 l(2523)
BsaA l(2504)
Tth111 l24e7)
BsmB (23¢3)

Pvu ll(2343)
T7 promoter primer #69348-3
Ball T7 promoter Xbal hs
AGATCTCBATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGBTT TCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGA
Nde | T7*Tag PET-3¢  pamH| Bpul102 |

TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAA
MetAlaSerMetThrBlyGlyGInGinMetG IyArgGlySerG |yCysEnd s 5
T7 terminator primer #69337-3

- pET-3b .. .GGTCGGGATCCGGCTGC TAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAA
PET “3chol .GlyArghAspProAlcAlcAsnlysAlcArglysGluAloGluleuAlcAlchAlaThrAlaG luGlnEnd
TACCATGGCTAGC. . . pET-3¢.d ..GGTCGGATCCGGC TGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGC TGAGTTGGCTGC TGCCACCGCTGAGCAATAAC TAGCATAA
MetAlcSer. GliyArglleArgleuleuThriysProGluArglysleuSerTrpleul euProProleuSerAsnAsnEnd

T7 terminator
CCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGETTTTTTG

pET-3a-d cloning/expression region
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1. MEDIOS DE CULTIVO

Medio LB: 1% (p/v) Triptona, 0.5% Extracto de levadura, 1% NaCl (85.6 mM), pH 7.0

Medio SOB (del inglés, Super optimal broth): 2% (p/v) Triptona, 0.5% (p/v) extracto de
levadura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,.

Medio SOC (del inglés, Super optimal broth with Catabolite repression): medio SOB + 20 mM
glucosa.

LB/Agar: Medio LB + 1.5% (p/v) agar.

Medio minimo M9: Todas las soluciones deben estar filtradas/estériles. Para el marcaje de
proteinas recombinantes con \ y B3¢, se emplea BNH,4CI y 13C—glucosa.
Para preparar 1 litro de medio minimo M9 se adiciona:
20 ml de 10% (p/v) Glucosa; 1 ml de 1M MgSQ,; 0.3 ml de 1M CaCly; 1 ml de 1 mg/ml
Biotina; 1 ml de 1 mg/ml Tiamina; 100 ml solucién de sales M9 (1X); 10 ml de soluciéon de
elementos traza.
Llevar a 1 litro con y adicionar los antibidticos correspondientes.
Solucion de sales M9 (10X):
60g de Na,HPO,-2H-0; 30 g de KH,PO4; 5 g NaCl; 5 g NH4CI
Llevar a 1 litro con agua bidestilada estéril, autoclavar y almacenar a 4 °C.
Solucion de elementos traza (100X):
Disolver 5 g de Na,EDTA en 800 ml de agua bidestilada estéril, ajustar el pHa 7.5
Adicionar en este orden: 0.83 g de FeCl3-6H,0; 0.084 g de ZnCl,; 0.013 g de CuCly; 0.01 g de
CoCl,-6H,0; 0.01 g de H3BO3; 1.6 mg de MnCl,-6H,0

Llevar a 1 litro con agua bidestilada estéril, autoclavar y almacenar a 4°C.

2. PURIFICACION DE FRAGMENTOS RECOMBINANTES

Cromatografia por afinidad:
Tampon de equilibrado (batch): 50 mM NaH,P0O4, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8.0
Tampon de lavado (batch): 50 mM NaH,P0O,4, 300 mM NacCl, 30 mM Imidazol, pH 8.0
Tampon de elucion (batch): 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 100-500 mM Imidazol, pH 8.0
Tampon de equilibrado (FPLC): 50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8.0
Tampon de elucion (FPLC): 50 mM HEPES, 300 mM NacCl, 50-500 mM Imidazol, pH 8.0
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3. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Geles Tris-tricina en condiciones desnaturalizantes
Disolucion para el gel separador de 12% de acrilamida: 12% (v/v) acrilamida/bis, 1 M Tris,
pH 8.45, 0.1% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 0.15% (p/v) persulfato amodnico, 0.047% (v/v)
TEMED.
Disolucion para el gel apilador: 15% (v/v) acrilamida/bis, 15% tampdn Tris/SDS, 0.06% (p/v)
persulfato amdnico, 0.12% (v/v) TEMED (Bio-Rad).
Tampon de tratamiento de muestra sin reductor: 50 mM Tris-Cl, pH 6.8, 2% (p/v) SDS, 10%
glicerol (v/v), 0.1% azul de bromofenol
Tampon de tratamiento de muestra con reductor: 50 mM Tris-Cl, pH 6.8, 2% (p/v) SDS,
10% glicerol (v/v), 200 mM DTT, 0.1% azul de bromofenol
Tampon para catodo: 0.1 M Tris, 0.1 M tricina, 0.1% (p/v) SDS

Tampon para anodo: 0.2 M Tris-Cl, pH 8.9

Geles Tris-glicina en condiciones desnaturalizantes
Tampon I: 1.5 M Tris, 0.4% (p/v) SDS, pH 8.8
Tampon ll: 1 M Tris, 0.4% (p/v) SDS, pH 7.0
Disolucién para el gel separador de 12% de acrilamida: 40 % (v/v) acrilamida/bis, 0.5 M
Tris, pH 8.8, 0.1% (p/v) SDS, 0.015% (p/v) persulfato amdnico, 0.055% (v/v) TEMED.
Disolucion para el gel apilador: 3 % acrilamida/bis, 0.25 M Tris, 0.08 % (p/v), 0.02% (p/v)
persulfato amdnico, 0.12% (v/v) TEMED (Bio-Rad).
Tampon de tratamiento de muestra sin reductor: 50 mM Tris-Cl, pH 6.8, 2% (p/v) SDS, 10%
glicerol (v/v), 0.1% azul de bromofenol
Tampon de tratamiento de muestra con reductor: 50 mM Tris-Cl, pH 6.8, 2% (p/v) SDS,
10% glicerol (v/v), 200 mM DTT, 0.1% azul de bromofenol
Tampon de recorrido: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% (p/v) SDS

Geles Tris-glicina en condiciones nativas
La composicién de los geles y las disoluciones empleadas es la misma que en el caso

anterior, pero eliminando el contenido de SDS en todas ellas.
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Geles HEPES/imidazol en condiciones nativas
Composicion del gel separador: 12% acrilamida/bisacrilamida, 43 mM imidazol, 35 mM
HEPES, pH 7.4, 0.05% persulfato amodnico, 0.15% Temed.
Composicion del gel apilador: 4% acrilamida/bis, 43 mM imidazol, 35 mM HEPES, pH 7.4,
0.1% persulfato amodnico, 0.2% Temed

Composicion del tampdn de recorrido: 43 mM imidazol, 35 mM HEPES, pH 7.4

4. TINCION DE GELES

Tincion con azul Coomassie
Disolucion de tincién con azul de Coomassie: 10% (v/v) acido acético, 50% (v/v) metanol,
0.25% (p/v) azul de Coomassie.
Disolucion de desteiido I: 10% (v/v) acido acético, 50% (v/v) metanol.

Disolucion de destenido Il: 10% (v/v) acido acético, 7% (v/v) metanol.

Tincion con plata
Disolucion fijadora: 30% (v/v) etanol, 10% (v/v) acido acético
Disolucién de revelado: 6% (p/v) carbonato de sodio, 0,05% (v/v) formaldehido, 0,0004%

(p/v) tiosulfato de sodio)

5. WESTERN BLOT

Tampon de transferencia para Western blot: (0.05 M Tris, 0.4 M glicina, 0.5% SDS, 20%
metanol)

TBS: 10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7.0

6. TAMPONES Y CONDICIONES DE INCUBACION DE LAS ENZIMAS DE DIGESTION

UTILIZADAS

Endoproteinasa Arg-C
Tampon de digestion: 90 mM Tris-HCl, 8.5 mM CaCl,, 5 mM DTT, 0.5 mM EDTA, pH 7.6
Incubacién: 8h, a 37 °C

Relacidon enzima sustrato: 1:160
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Endoproteinasa Asp-N
Tampdn de digestion: 50 mM fosfato de sodio, pH 8.0
Incubacidn: 8h, a 37 °C

Relacidon enzima sustrato: 1:30

Tripsina
Tampon de digestion: 100 mM Tris-HCI, pH 8.5
Incubacién: 8h, a 37 °C

Relacion enzima sustrato: 1:50

Endoproteinasa Glu-C
Tampon de digestion: 50 mM fosfato de sodio, pH 7.8
Incubacién: 8h, a 25 °C

Relacion enzima sustrato: 1:50

7. TAMPONES UTILIZADOS EN ENSAYOS DE MICROCALORIMETRIA DIFERENCIAL DE

BARRIDO (DSC), TERMOFLUORESCENCIA Y RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Microcalorimetria diferencial de barrido (DSC):

25 mM PIPES, pH 6.5, 150 mM NacCl
Termofluorescencia:

50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl
Resonancia magnética nuclear (RMN) de proteinas:

25 mM de fosfato de sodio, pH 6.0, 25 mM NaCl, 500 uM EDTA, 5 mM de TCEP
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1. 0.3 M Fosfato sédico pH 6.0, 10% PEG 4K

2. 0.1 M Na-Hepes pH 7.5, 0.2 M formato de magnesio, 12% PEG 4K
3. 0.05 M Acetato de sédio pH 4.6, 0.1 M sulfato de amonio, 16% PEG 4K
4. 0.1 M Na-Hepes pH 7.0, 2.0 M sulfato de amonio, 2% PEG 400

5. 0.1 M Fosfato de sodio pH 7.5, 25% PEG 8K

6. 0.1 M Acetato de sodio pH 4.6, 0.2 M MgCl,, 28% PEG 4K

7. 0.2 M Fosfato de sodio pH 7.0, 14% PEG 6K

8. 0.2 M Fosfato de sodio pH 6.0, 0.5 M NaCl, 20% PEG 6K

9. 0.1 M Tris-HCI pH 8.0, 26% PEG 8K

10. 0.1 M Na-Hepes pH 7.0, 20% PEG 8K

11. 0.05 M fosfato de potasio, 18% PEG 8K

12. 0.1 M Citrato sédico pH 5.5, 16% 2-propanol, 16% PEG 4K

13.0.1 M MES pH 6.5, 0.01 M CaCl,, 18% PEG 6K

14. 0.05 M Acetato de sodio pH 4.6, 0.1 M acetato de amonio, 0.2 M sulfato de amonio,
25% PEG 4K

15. 0.1 M Na-Hepes pH 7.0, 20% etanol

16. 0.05 M MES-NaOH pH 6.0, 1.6 M sulfato de amonio

17. 0.1 M Citrato de sodio pH 5.5, 2% PEG 10K, 20% 2-propanol

18.0.1 M MES pH 6.5, 0.3 M acetato de sodio, 6% PEG 4K

19. 0.1 M Acetato de sodio pH 4.6, 0.2 M acetato de amonio, 15% PEG 4K

20. 0.1 M Citrato de sddio pH 5.5, 0.2 M acetato de amonio, 20% PEG 4K

21. 0.1 M Na-Hepes pH 7.0, 0.2 M sulfato de amonio, 2.0 M fosfato de sodio y de potasio
22.0.1 M Tris-HCl pH 8.0, 1.6 M sulfato de amonio

23. 0.1 M Na-Hepes pH 7.5, 20% 2-propanol

24. 0.1 M Citrato de sodio pH 5.5, 22% PEG 6K
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Anexo 7

Los ensayos de digestion de la albumina de suero bovino (BSA) mediante

endoproteinasa Arg-C evidenciaron que tanto la BSA (B) como la BSA en presencia de 10 mM de
benzamidina (C) son proteolizadas, generando cambios en los patrones de digestidn
detectados, particularmente, a partir de las 4 h de incubacién. La adicion de 20 mM de EDTA a
la reaccidn de digestion evidencié la inhibicién de la endoproteinasa Arg-C (D). Estos ensayos,
complementarios a los realizados con trombina libre y en presencia de ligandos del sitio activo

de la proteinasa (epigrafe 4.1.1) comprueban que la benzamidina no inhibe a la Arg-C.
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Figura A.7 Digestion de BSA en presencia de la endoproteinasa Arg-C. Aproximadamente 80 pg de proteina
fueron digeridas con 0.5 ug de la endoproteinasa Arg-C (en una relaciéon enzima:proteina de 1:160) en un volumen
final de 140 pl en 90 mM Tris-HCl, 8.5 mM CaCl,, 5 mM DTT, 0.5 mM EDTA, pH 7.6. Las alicuotas se trataron
exactamente como las de trombina segln se indica en Materiales y Métodos (epigrafe 3.2.1), fueron tomadas en
los tiempos indicados, analizadas por SDS-PAGE vy a tincidén con azul de Coomassie (ver Materiales y Métodos). BSA
control (panel A), BSA en presencia de Arg-C (B), BSA en presencia de Arg-C y 10 mM de benzamidina (C) v,
finalmente, adicionando a la mezcla de reaccion 20 mM de EDTA, permitieron evidenciar que la benzamidina no
inhibe a la endoproteinasa Arg-C (D).
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Anexo 8

Se presentan las graficas de los ensayos de termofluorescencia diferencial de barrido

(DSF) obtenidas para la trombina libre y en presencia de diferentes ligando dirigidos al sitio
activo y al exositio | de la proteinasa. Los valores donde la temperatura de desnaturalizacién

(Tm) es maxima se presentan en la tabla 4.2 del epigrafe de Resultados.

600
Trombina libre Tm= 56.0
540 A == Trombina inhibida con PMSF Tm= 54.5
=====Trombina inhibida con benzamidina
480 ====Trombina inhibida con Hir-C
s Trombina inhibida con FPR
420 - Trombina inhibida con FPR e Hir-C
260 Tm=74.0
= 300 A
S
o 240 A
5 180 4 Tm=77.1
120 A
60
0 4
-60
_12[} T T T T T T T T T T T T T T

20 25 3 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95
Temperatura (°C)

Figura A.8 Andlisis de la estabilidad térmica de la trombina mediante termofluorescencia diferencial. Se
evaluaron muestras de trombina libre y en presencia de diferentes ligandos a través de los cambios en los valores
de la temperatura de desnaturalizacion (T,,). Las muestras se prepararon a una concentracion de 1 uM y se
dializaron exhaustivamente en 50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NacCl. Los ensayos de termofluorescencia diferencial se
realizaron con incrementos de temperatura de 0.5 °C, desde los 20 hasta los 95 °C, registrando el incremento en la
fluorescencia a 545 nm del fluoréforo SYPRO Orange. Se grafica la primera derivada del cambio en las unidades
relativas de fluorescencia con respecto a la temperatura (ver Materiales y Métodos). Nétese el incremento en la T,
de la trombina inhibida con Hir-C (celeste) o con FPR (negro), y el efecto sinérgico de ambos ligandos, evidenciado
en la muestra de trombina incubada tanto con FPR como con Hir-C (morado).
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Anexo 9

Condicién de cristalizacién del kit Structure Screen 1 en la que se obtuvo cristales del

complejo trombina-PAR1,(R42Q). La disolucion es parte del kit de cristalizacion de proteinas
Structure Screen 1 de Molecular Dimensions. Se presentan fotos del cristal del complejo en el
sistema de gota colgante y en el loop una vez colectados. Las fotografias estdan tomadas a

diferentes niveles de magnificacidn.

0.1 M cacodilato sddico, pH 6.5,

0.2 M acetato sddico,

30% (p/v) PEG 8K

5 dias
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Anexo 10

Para cada complejo putativo utilizado se indican las diferentes condiciones de

cristalizacién en las que se obtuvieron cristales de calidad para resolver las estructuras
tridimensionales. Se presenta también la resolucién atédmica, el grupo espacial, las dimensiones
de la unidad asimétrica y una foto del cristal. Como se menciona en el epigrafe de resultados
4.2.4, los patrones de difraccién de rayos X de estos cristales obtenidos se procesaron y las
estructuras tridimensionales correspondientes fueron resueltas por reemplazamiento
molecular, sin embargo, la inspeccion de los mapas de densidad electrénica sélo reveld

densidad para la molécula de trombina y no asi para el fragmento recombinante del sustrato

respectivo.
Dimensiones de la
Condicion de Resolucion Grupo celda unidad (A) .
T . Cristal
cristalizacion (R) espacial a; b; c;
() (B) (v)
Trombina incubada con exceso de FVillal
49.4;73.8;83.4
1- 2. 2 P
Morpheus 1-48 0 P2, (90)(93.3)(90)
91.6; 98.2; 145.6
Morpheus 1-13 3.0 C222, (90)(90)(90)
66.0; 66.0; 145.6
Morpheus 1-21 4.5 P4 (90)(90)(90)
91.7; 96.5; 145.3
1-2 . 222 ! !
Morpheus 1-29 3.7 C222, (90)(90)(90)
Trombina-FPR incubada con exceso de FVlllal
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66.5; 124.2; 75.5
(90)(93.8)(90)

Pro-Plex 1-20 2.49 P2,
*Estructura no descrita
previamente.
44.7;73.8;87.1
Morpheus 1-8 1.9 P2, (90)(93.3)(90) -—-
44.8;74.3;87.4
Morpheus 1-4 1.7 P2, (90)(93.3)(90) -—-
89.4;77.5;126.3
(90)(109.96)(90)
Pro-Plex 1-18 2.45 P2,
*Estructura no descrita
previamente.
.0; 72.6; 69.
Pro-Plex 1-11 1.9 C2 6(%(())),(;8 g')(g%;
Pro-Plex 1-37 1.75 2 7(%'3)‘(;;2; (;é')l
5,718,714
Pro-Plex 1-35 2.3 C2 7((;3)'(;9 31)(;0)
Hampton 17 2 69.5;72.0; 69.8
Research 1-22 ) (90)(97,7)(90)
Pro-Plex 1-47 1.7 P2,2,2, 45('926)?35(‘9%(;'9
Trombina incubada con exceso de FVillal R372Q
Morpheus 1-16 1.75 P2,2:2, >1.5,77.6,83.6

(90)(90)(90)
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90.6; 95.9; 145.5

(90)(90)(90)
Morpheus 1-25 2.70 C222,
*Estructura no descrita
previamente.
1.0; 98.0; 145.
Morpheus 2-25 2.70 C222, 91.0;98.0; 145.0

(90)(90)(90)

Trombina incubada con exceso de FVIllal R372Q, G373P

Morpheus 1-25

3.0 €222,

91.3; 98.96; 145.85
(90)(90)(90)

Trombina incubada con exceso del péptido sintético del FVIllal [EEPQLRMKNNEEAEDYDDD]

45.1; 83.2; 84.3

Morpheus 1-48 2.0 P2,2,2, (90)(90)(90) -
90.9; 97.5; 146.4

Morpheus 1-9 3.9 C222, (90)(90)(90) ---

Trombina-FPR incubada con exceso de FVIlia3

44.6; 73.9; 86.6

Morpheus 1-12 1.7 P2, (90)(93,1)(90) ---
Hampton 39 P2,2.2, 65.4; 76.0; 124.2

Research 1-30

(90)(90)(90)

Trombina incubada con exceso de FVIlla3 R1689Q

66.1; 146.4; 68.0

(90)(94.2)(90)
Morpheus 1-25 2.29 P2,
*Estructura no descrita
previamente.
1.5, 77.7; 83.
Morpheus 2-32 1.75 P2,2,2, 51.5;77.7;83.4

(90)(90) (90)
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91.3;97.4; 145.8
Morpheus 2-25 3.2 C222, (90) (90)(90)
Trombina incubada con exceso de PAR1,
44.4;73.9; 85.9
Morpheus 1-4 1.9 P2, (90)(92.8)(90)
44.3;74.04 86.1
Morpheus 1-16 2.6 P2, (90)(93.42)(90)
44.7;74.8; 86.7
Morpheus 2-40 1.9 P2, (90)(93.39)(90)
124.6; 47.8; 50.9
Pro-Plex 1-39 2.0 C2 (90)(95.0)(90)
124.5;47.8; 52.2
-Plex 1- 1 ( '
Pro-Plex 1-46 3 C2 (90)(95.8)(90)
44.2;74.0; 86.0
1- 1. 2:2,2 \QO
Morpheus 1-8 6 P2,2,2, (90)(90)(90)
44.6;75.1;87.3
1- 21 2,2,2 )90\ (
Morpheus 1-40 P2,2,2, (90)(90)(90)
Trombina incubada con exceso de PAR1, R42Q
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44.5; 74.6; 86.2
Morpheus 1-4 2.3 P2,2,2, (90)(90)(90)
Trombina incubada con exceso de PAR1, R42Q, S43P
66.2; 145.9; 68.67
Morpheus 1-2 2. P2 ' '
orpheus 1-25 6 1 (90)(94.82)(90)
66.6; 145.8; 66.7
44.9; 76.1; 86.6
Morpheus 1-12 3.1 P2,2,2, (90)(90.16)(90)
52.1;77.8; 83.5
Morpheus 1-24 1.7 P2,2,2, (90)(90)(90)
91.0; 98.2; 145.9
Morpheus 1-21 3.5 C222, (90)(90)(90)
91.0;97.9; 146.1
Morpheus 1-2 2 222 0V(90)
orpheus 1-25 3 €222, (90)(90)(90)
91.2;98.0; 145.0
Morpheus 2-25 3.0 C222, (90)(89.5)(90)
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Anexo 11

En las siguientes figuras se presenta el encadenamiento continuo de los residuos i e i-1 a
través de las resonancias de los carbonos a;, B, ai.; y Bi.; de los residuos correspondientes del
FVIllal libre asignados mediante protdn (*H) con el uso de la herramienta Stripscope de CARA”.
En cada figura los carbonos a; y a;.; se representan en color verde y los carbonos B; y Bi; en
color rojo; asimismo, en la parte inferior de cada columna se indica el residuo del FVlllal
asignado (utilizando la nomenclatura de aminodcidos de una letra) mediante los ensayos de ‘H-

15N.

H/N Q334 H/N|L335 H/N M337 H/N|K338

> Keller, Rochus. Optimizing the Process of Nuclear Magnetic Resonance Spectrum Analysis and
Computer Aided Resonance Assignment. Disertacion en el Instituto de Tecnologia Federal
Suizo de Zurich (ETH Ziirich) para optar por el grado de Doctor en Ciencias Naturales. ETH
No. 15947 (2004/2005).
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Froton—FBal =cbcanh—max_z

H/N|I371 , _ 373 H/R| 5374
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Anexo 12

Se presentan los valores de desplazamiento quimico de los atomos de H, N, Ca, CB y Co

del esqueleto de los residuos asignados del FVlllal. La asignacién se llevé acabo comparando
los valores obtenidos en la Base de Datos de Resonancia Magnética (BMRB) actualizada al
10/10/2012 (www.bmrb.wisc.edu). Los residuos en itdlica correspondientes sélo al constructo,

y no al conector al del FVIII humano.

Residuo Tipo Desplazamiento Residuo Tipo Desplazamiento
del FVIllal | de atomo quimico del FVIlIal | de atomo quimico
Ala322 CA 49.345 Arg336 H 7.997
Ala322 CB 16.163 Arg336 N 121.103
Ser323 H 8.490 Arg336 CA 52.889
Ser323 N 115.322 Arg336 CB 27.611
Ser323 CA 55.001 Arg336 C 175.959
Ser323 CB 60.823 Met337 H 8.190
Ser323 C 173.855 Met337 N 121.222
His324 H 8.513 Met337 CA 52.456
His324 N 120.325 Met337 CB 29.713
His324 CA 52.097 Met337 C 176.047
His324 CB 26.311 Lys338 H 8.185
Pro330 N 136.501 Lys338 N 122.253
Pro330 CA 60.639 Lys338 CA 53.425
Pro330 CB 28.956 Lys338 CB 29.976
Pro330 C 177.010 Lys338 C 176.062
Glu331l H 8.396 Asn339 H 8.372
Glu331l N 119.522 Asn339 N 119.507
Glu331l CA 52.927 Asn339 CA 50.202
Glu331l cB 26.053 Asn339 CB 35.619
Pro333 N 136.794 Asn339 C 174.845
Pro333 CA 60.580 Asn340 H 8.256
Pro333 CB 29.049 Asn340 N 118.221
Pro333 C 176.450 Asn340 CA 50.527
GIn334 H 8.663 Asn340 CB 35.447
GIn334 N 120.015 Asn340 C 175.073
GIn334 CA 53.623 Glu341l H 8.184
GIn334 CB 26.539 Glu341 N 119.878
GIn334 C 175.903 Glu341l CA 53.798
Leu335 H 7.963 Glu341 CB 26.869
Leu335 N 122.588 Ala343 H 8.054
Leu335 CcB 39.146 Ala343 N 124.573
Leu335 CA 52.299 Ala343 CA 49.406
Leu335 C 176.993 Ala343 CB 16.382
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Residuo Tipo Desplazamiento Residuo Tipo Desplazamiento
del FVIlIlal | de atomo quimico del FVIlIal | de atomo quimico
Ala343 C 177.475 Asp352 CcB 37.871
Glu344 H 8.156 Asp352 C 176.343
Glu344 N 119.753 Ser353 H 8.100
Glu344 CB 27.192 Ser353 N 116.108
Glu344 CA 53.274 Ser353 CA 55.887
Glu344 C 175.633 Ser353 CB 60.738
Asp345 H 8.061 Ser353 C 174.812
Asp345 N 120.515 Glu354 H 8.208
Asp345 CA 51.256 Glu354 N 122.175
Asp345 CB 37.986 Glu354 CA 53.704
Asp345 C 175.559 Glu354 CcB 26.783
Tyr346 H 7.866 Glu354 C 176.488
Tyr346 N 120.214 Met355 H 7.965
Tyr346 CA 54.600 Met355 N 119.785
Tyr346 CB 36.045 Met355 CA 52.525
Tyr346 C 175.135 Met355 CB 29.713
Asp347 H 8.143 Met355 C 175.848
Asp347 N 121.730 Asp356 H 8.088
Asp347 CA 50.947 Asp356 N 121.174
Asp347 CB 38.237 Asp356 CA 51.266
Asp347 C 175.526 Asp356 CcB 37.884
Asp348 H 8.066 Asp356 C 175.959
Asp348 N 120.904 Val357 H 7.743
Asp348 CB 38.105 Val357 N 120.055
Asp348 CA 53.331 Val357 CA 59.221
Asp348 C 175.346 Val357 CB 29.724
Asp349 H 7.990 Val357 C 175.808
Asp349 N 120.245 Val358 H 8.000
Asp349 CA 51.260 Val358 N 124.970
Asp349 CB 38.018 Val358 CA 59.400
Asp349 C 176.198 Val358 CB 29.360
Leu350 H 8.022 Val358 C 175.471
Leu350 N 121.945 Arg359 H 8.122
Leu350 CA 52.085 Arg359 N 125.399
Leu350 CB 38.917 Arg359 CA 52.316
Leu350 C 177.674 Arg359 cB 28.316
Thr351 H 7.988 Arg359 C 175.502
Thr351 N 114.346 Phe360 H 8.252
Thr351 CA 59.175 Phe360 N 121.976
Thr351 CB 66.801 Phe360 CA 54.477
Thr351 C 174.392 Phe360 CB 36.723
Asp352 H 8.213 Phe360 C 175.256
Asp352 N 122.405 Asp361 H 8.183
Asp352 CA 51.581 Asp361 N 121.548
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Residuo Tipo Desplazamiento Residuo Tipo Desplazamiento
del FVIlIlal | de atomo quimico del FVIIIal | de atomo quimico

Asp361 CA 51.016 GIn370 H 8.107
Asp361 CB 38.011 GIn370 N 124.597
Asp361 C 175.758 GIn370 CA 52.703
Asp362 H 8.165 GIn370 CB 26.361
Asp362 N 119.948 GIn370 C 175.683
Asp362 CA 51.217 lle371 H 8.113
Asp362 CB 37.920 lle371 N 123.501
Asp362 C 175.672 lle371 CA 58.129
Asp363 H 8.065 lle371 CB 35.352
Asp363 N 120.317 lle371 C 176.207
Asp363 CB 37.802 Arg372 H 8.309
Asp363 CA 51.474 Arg372 N 125.772
Asp363 C 175.922 Arg372 CA 53.169
Asn364 H 8.109 Arg372 CB 27.782
Asn364 N 118.284 Arg372 C 176.608
Asn364 CA 50.028 Gly373 H 8.277
Asn364 CcB 35.861 Gly373 N 110.511
Asn364 C 174.890 Gly373 CA 42.100
Ser365 H 7.952 Gly373 C 173.932
Ser365 N 117.093 Ser374 H 8.188
Ser365 CA 53.856 Ser374 N 115.521
Ser365 CcB 60.146 Ser374 CB 60.822
Ser365 C 172.766 Ser374 CA 55.568
Pro366 N 137.992 Ser374 C 175.117
Pro366 CA 60.467 Gly375 H 8.379
Pro366 CB 28.965 Gly375 N 111.177
Pro366 C 176.850 Gly375 CA 42.249
Ser367 H 8.091 Gly375 C 173.218
Ser367 N 115.052 Cys376 H 7.661
Ser367 CA 55.391 Cys376 N 122.548
Ser367 cB 60.618 Cys376 CA 56.401
Ser367 C 174.076 Cys376 CB 26.009
Phe368 H 7.902 Cys376 C 178.651
Phe368 N 122.103

Phe368 CA 55.049

Phe368 CcB 36.498

Phe368 C 175.280

1le369 H 7.731

Ile369 N 123.017

Ile369 CA 57.935

Ile369 CB 35.647

Ile369 C 175.500
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Se presentan los valores de desplazamiento quimico de los atomos de H, N, Ca, CB y Co
del esqueleto de los residuos asignados del FVIllal en presencia de 20 uM de trombina libre. La
asignacion se llevd acabo comparando los valores obtenidos en la dase de datos BMRB
(www.bmrb.wisc.edu). Los residuos en itdlica correspondientes sélo al constructo, y no al

conector al del FVIII humano.

Residuo Tipo Desplazamiento Residuo Tipo Desplazamiento
del FVIllal | de atomo quimico del FVIllIal | de atomo quimico
Ser323 H 8.575 Leu335 C 176.133
Ser323 N 115.490 Arg336 H 7.814
Ser323 CB 63.422 Arg336 N 126.901
Ser323 CA 57.859 Arg336 CA 56.898
Ser323 C 173.873 Arg336 CB 31.322
His324 H 8.553 Lys338 H 8.688
His324 N 120.614 Lys338 N 124.222
His324 CA 54.932 Lys338 CA 56.135
His324 CB 29.165 Lys338 CB 32.840
Pro330 N 136.906 Lys338 C 175.717
Pro330 CA 63.150 Asn339 H 8.613
Pro330 CB 31.917 Asn339 N 120.747
Pro330 C 176.511 Asn339 CA 53.016
Glu331l H 8.632 Asn339 CcB 38.459
Glu331 N 121.075 Asn339 C 174.815
Glu331l CA 56.087 Asn340 H 8.384
Glu331 CB 29.752 Asn340 N 118.671
Glu331l C 176.138 Asn340 CA 53.355
Glu332 H 8.283 Asn340 CB 38.345
Glu332 N 123.552 Asn340 C 175.097
Glu332 CA 54.170 Glu341 H 8.300
Glu332 CB 29.328 Glu341 N 120.022
Pro333 N 137.138 Glu341 CA 56.621
Pro333 CA 62.952 Glu341 CB 29.599
Pro333 CB 31.917 Glu341 C 176.303
Pro333 C 176.560 Glu342 H 8.111
GIn334 H 8.452 Glu342 N 120.300
GIn334 N 120.826 Glu342 CA 56.084
GIn334 CA 55.129 Glu342 CB 29.826
GIn334 CB 29.114 Glu342 C 175.920
GIn334 C 175.675 Ala343 H 8.081
Leu335 H 8.255 Ala343 N 124.383
Leu335 N 124.595 Ala343 CA 52.096
Leu335 CB 41.871 Ala343 CB 19.133
Leu335 CA 54.921 Ala343 C 177.474
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Residuo Tipo Desplazamiento Residuo Tipo Desplazamiento
del FVIlIal | de atomo quimico del FVIlIal | de atomo quimico
Glu344 H 8.242 Ser353 C 174.780
Glu344 N 119.801 Glu354 H 8.294
Glu344 CB 29.899 Glu354 N 122.205
Glu344 CA 56.100 Glu354 CA 56.404
Glu344 C 175.686 Glu354 CB 29.565
Asp345 H 8.147 Glu354 C 176.491
Asp345 N 120.649 Met355 H 8.044
Asp345 CA 53.613 Met355 N 120.001
Asp345 CB 40.723 Met355 CB 32.590
Asp345 C 175.374 Met355 CA 55.323
Tyr346 H 7.931 Met355 C 175.862
Tyr346 N 120.479 Asp356 H 8.173
Tyr346 CA 57.449 Asp356 N 121.362
Tyr346 CB 38.632 Asp356 CA 54.221
Tyr346 C 175.160 Asp356 CB 40.496
Asp347 H 8.157 Asp356 C 175.786
Asp347 N 122.267 Val357 H 7.824
Asp347 CA 53.674 Val357 N 120.235
Asp347 CB 40.878 Val357 CA 62.101
Asp347 C 175.575 Val357 CB 32.533
Asp348 H 8.073 Val357 C 175.857
Asp348 N 120.384 Val358 H 8.084
Asp348 CA 54.124 Val358 N 125.085
Asp348 CB 40.842 Val358 CB 32.185
Asp348 C 176.001 Val358 CA 62.152
Asp349 H 8.159 Val358 C 175.500
Asp349 N 120.343 Arg359 H 8.188
Asp349 CB 40.609 Arg359 N 125.430
Asp349 CA 54.350 Arg359 CB 31.062
Asp349 C 176.208 Arg359 CA 55.116
Leu350 H 8.084 Arg359 C 175.506
Leu350 N 122.182 Phe360 H 8.308
Leu350 CA 54.882 Phe360 N 121.990
Leu350 CB 41.632 Phe360 CA 57.315
Leu350 C 177.684 Phe360 CB 39.565
Thr351 H 8.054 Phe360 C 175.220
Thr351 N 114.869 Asp361 H 8.253
Thr351 CA 62.145 Asp361 N 121.655
Thr351 CB 69.528 Asp361 CA 53.785
Thr351 C 174.379 Asp361 CB 40.822
Asp352 H 8.302 Asp361 C 175.486
Asp352 N 122.565 Asp362 H 8.084
Asp352 CA 54.279 Asp362 N 121.277
Asp352 CB 40.619 Asp362 CA 54.109
Asp352 C 176.344 Asp362 CB 40.854
Ser353 H 8.172 Asp362 C 175.720
Ser353 N 116.386 Asp363 H 8.221
Ser353 CA 58.687 Asp363 N 120.176
Ser353 CB 63.388 Asp363 CB 40.585




Anexo 13

Residuo Tipo Desplazamiento Residuo Tipo Desplazamiento
del FVIllal | de atomo quimico del FVIllal | de atomo quimico
Asp363 CA 54.126 lle369 H 7.797
Asp363 C 175.954 lle369 N 123.462
Asn364 H 8.182 lle369 CA 60.868
Asn364 N 118.412 Ile369 CB 38.327
Asn364 CB 38.616 lle369 C 175.209
Asn364 CA 52.876 GIn370 H 7.910
Asn364 C 174.868 GIn370 N 130.722
Ser365 H 8.029 GIn370 CA 57.054
Ser365 N 117.186 GIn370 CB 31.315
Ser365 CB 62.880 Ser374 H 8.672
Ser365 CA 56.569 Ser374 N 115.605
Pro366 N 138.023 Ser374 CB 63.411
Pro366 CA 62.448 Ser374 CA 58.127
Pro366 CB 31.813 Ser374 C 174.742
Pro366 C 176.773 Gly375 H 8.506
Ser367 H 8.164 Gly375 N 111.413
Ser367 N 115.234 Gly375 CA 44.909
Ser367 CA 57.933 Gly375 C 173.109
Ser367 CB 63.395 Cys376 H 7.786
Ser367 C 173.957 Cys376 N 122.575
Phe368 H 7.987 Cys376 CA 59.094
Phe368 N 122.176 Cys376 CB 28.725
Phe368 CA 57.420
Phe368 CB 39.363
Phe368 C 175.055
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