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Introduccion

En la leucemia mieloide crénica (LMC) se expresa la translocacion t(9;22)(q(34;q1l), conocida como
cromosoma filadelfia. EI producto transcripccional es el gen BCR-ABL que transcribe para la proteina Ber-Abl.
La actividad aumentada de tirosina-cinasa de la proteina Bcr-Abl es crucial para la generacion de células
transformadas presentes en la enfermedad, por lo que la inhibicién de la actividad catalitica se ha convertido en
un importante objetivo farmacoldgico al momento de desarrollar farmacos contra la LMC. El Imatinib es un
farmaco que tiene alta afinidad por la cinasa Abl y es clinicamente exitoso en el tratamiento de leucemias Bcr-
Abl positivas como en LMC; aunque la generacion de resistencia al farmaco ha ocasionado la bldsqueda de
nuevos agentes inhibidores de esta enzima.*? Con la finalidad de comprender a fondo los pardmetros
estructurales y energéticos del funcionamiento y la inhibicion de Bcr-Abl, en este trabajo se describe la
sobreexpresion y purificacion del dominio catalitico de la proteina Bcr-Abl recombinante en sistema de bacteria.
A su vez, se reporta la caracterizacion espectroscédpica por dicroismo circular y la asociacion con Imatinib y
otros inhibidores mediante fluorescencia.

Metodologia

La secuencia codificante del dominio cinasa Abl clonada en el vector pET23a y el gen de la fosfatasa YopH
clonada en el vector pCDFDuet fueron cotransformados en células de E. coli BL21DE3 y crecidos en medio
Luria-Bertani suplementado con kanamicina y estreptomicina. Los cultivos fueron inducidos con IPTG y la
expresion se realiz6 bajo agitacion constante durante 18 h a 25 °C. Al cabo de este tiempo, las células fueron
lisadas y la proteina recombinante purificada mediante técnicas cromatograficas de alta resolucién. Las
mediciones de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimeto Jasco J-700.

Resultados y discusion

El dominio catalitico de la proteina Bcr-Abl fue sobreexpresado en células de E.coli y en un primer paso
purificada mediante cromatografia de afinidad seguida de una cromatografia de intercambio idnico, las
fracciones fueron analizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
obteniendo bandas que corresponden al peso molecular del dominio. El rendimiento fue de 15 mg/L. El analisis
de dicroismo circular presento los minimos caracteristicos de a-hélice a 208 y 220 nm y mostré al realizar el
barrido de temperatura de 20 a 80 °C un desplegamiento de tipo irreversible y una transicion de nativo a
desnaturalizado monofasica.

Conclusiones

Se logré la sobreexpresion y purificacion del dominio cinasa de la proteina Abl. EIl espectro de dicroismo
circular revela una proteina o,f. Al analisis del desplegamiento térmico revela una transicion monofésica que
inicia alrededor de los 35 °C lo que indica la inestabilidad de la proteina y un proceso de desnaturalizacion
irreversible, sin embargo, seria interesante estudiar la irreversibilidad del proceso empleando agentes quimicos.
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