DETERMINANTES ESTRUCTURALES DEL
PCI QUE PUEDEN EXPLICAR SU
ACTIVIDAD ANTAGONISTA DEL EGF

Descripcion de las claves estructurales comunes
entre el PCl y el EGF y su implicacién sobre su
relacion funcional
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Vi-1 Introduccion

El conjunto de algoritmos y programas presentados hasta ahora permite realizar
profundos analisis estructurales sobre proteinas ricas en puentes de azufre. Con
tal finalidad fue desarrollado el KNOT-MATCH, programa que nos permite alinear
estructuralmente proteinas utilizando la topologia de sus puentes de azufre como
elemento estructural comdn. Mediante el uso de este programa se pudo inferir en
la relacién estructural y funcional entre proteinas hasta entonces no relacionadas
como el PCI y el EGF. El FOLD-SCOPE se desarrollé para disponer de una
herramienta potente y flexible para la comparacion del esqueleto polipeptidico de
proteinas. Los resultados obtenidos mediante el uso de estas herramientas
fueron contrastados, siempre que fue posible, con datos experimentales

publicados por otros autores o por otros miembros del grupo.

El trabajo que aqui se presenta forma parte de una proyecto mas amplio
dedicado a redisefiar el Inhibidor de Carboxipeptidasa de patata (PCI) y al disefio
de proteinas derivadas del mismo para su aplicacion como herramienta
antitumoral. Este proyecto consta de tres lineas paralelas y complementarias de

trabajo:

a) una linea de biocomputaciéon, cuyos resultados se muestran en esta tesis,
b) trabajos de biologia molecular, dedicados al redisefio experimental del PCI vy,

c) una linea encargada de los cultivos y analisis in vivo.

A partir del trabajo desarrollado en nuestro grupo ha podido establecerse una
relacién funcional entre el PCI y el EGF (Blanco-Aparicio et al., 1998; Mas et al.,
1998). En estos articulos se describe la capacidad del PCI para unirse a los
receptores del EGF, comportandose como un antagonista y mostrando un
comportamiento interesante para el desarrollo aplicado al PCI como inhibidor de
la actividad tumoral. Para ello ha sido necesario establecer la relacién estructural
y funcional de las proteinas miembro de la familia EGF-like (ver capitulo IV),
especialmente del EGF (Epidermal Growth Factor), y el PCI (Potato
Carboxypeptydase Inhibitor).
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Los resultados experimentales obtenidos describen la union del PCI a los
receptores del EGF, produciéndose una disminucién de la capacidad de
duplicacién de las células tumorales. Se ha podido determinar en cultivos
tumorales de células humanas que el PCI actuaria como el primer antagonista
conocido del EGF en mamiferos (Blanco-Aparicio et al., 1998). Experimentos
posteriores mostraban la capacidad del PCI para ser internalizado en la célula.
Paralelamente se llevaron a cabo estudios in vivo sobre ratones transgénicos que
confirmaban los resultados obtenidos en cultivos celulares. Se observdé ademas
gue el suministro de PCI a estos ratones transgénicos alargaba la vida de los
animales, producia una disminucién significativa del tamafio de los tumores y
provocaba una disminucién de la irrigacién de las zonas tumorales. Tales
resultados experimentales eran paralelamente utilizados en el laboratorio de
biocomputacién para la interpretacién estructural de los fendmenos observados,

y la prediccidén y disefio de nuevos experimentos (Blanco-Aparicio et al., 1998).

El mecanismo de funcionamiento del PCI era y es desconocido, del mismo modo
que no esta claro la mecanica de funcionamiento del EGF. Se han descrito varias
moléculas receptoras de EGF (EGFR), las cuales muestran variaciones de afinidad
entre los distintos miembros de la familia EGF-like. Diversos autores han descrito
un caracter dimérico en la funcionalidad del receptor, pudiéndose formar homo y
heterodimeros. Asi, para que se produzca la funcionalidad natural del EGF
mayoritariamente es necesario que una molécula de receptor se una a una
molécula de EGF. La pareja EGF-EGFR se une a otra pareja similar y ambas son
entonces internalizadas al interior de la célula, generalmente mediante vesiculas
de clatrina. Este hecho desencadena la entrada en la fase mitética de la célula.

Otros autores describen un comportamiento distinto para la pareja EGF-EGFR.

El desconocimiento de los mecanismos estructurales y funcionales del EGF
complica y contribuye a dificultar los analisis de los resultados experimentales
obtenidos sobre el PCI. Estos motivos nos obligan a trabajar sobre hipdtesis que
se basan en datos no siempre probados. Estas hipotesis, como en toda linea de
investigacién abierta, son contrastadas experimentalmente y rechazadas o
modificadas por otras cuando las evidencias experimentales o tedricas asi lo

indican.
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En este capitulo se muestran los resultados mas relevantes que se desprenden
del trabajo desarrollado en esta tesis, si bien se requerird la posterior

comprobacion experimental de los mismos.

VI-B Objetivos

El objetivo ultimo de este proyecto es disefiar una molécula o moléculas
antagonista(s) al EGF que pueda(n) ser utilizadas con finalidades médicas en el
tratamiento del cancer. Este ambicioso propdsito lleva consigo otros propdsitos

mas asequibles, al menos en el estado actual del proyecto son los siguientes:

a) desvelar las claves estructurales que relacionan al PCI con el EGF, dicho de
otro modo, determinar los residuos o regiones del PCI que presentan
homologia estructural con el EGF y que lo hacen responsable de los efectos
funcionales que se han descrito, y

b) proponer una serie de mutantes que hagan al PCI un mejor antagonista,
aumentando su afinidad por los receptores de EGF potenciando Ia
competencia PCI-EGF y promover en lo posible la accién de apoptosis celular
y la inhibicién de la vascularizacién tumoral

c) en un futuro seria interesante el disefio de moléculas peptidomiméticas que
sean faciles de obtener y que mejoren la farmacocinética y la

farmacodinamica del PCI.

VIi-C Métodos

Del desconocimiento del mecanismo de funcionamiento del EGF surge la
necesidad de plantear ciertas hipotesis. Es licito, o cuanto menos precavido,
reconocer la provisionalidad de algunos resultados experimentales que nos van a
servir de partida del analisis. Es también previsible que en cierto tiempo algunas
de las consideraciones que tomamos aqui como hipdtesis sean definitivamente

contrastadas o bien definitivamente descartadas.
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Partimos de las siguientes premisas experimentales e hipotesis de partida:

1. El PCI compite con el EGF en la union por su receptor. De este modo el PCI se

puede comportar como un antagonista de la accién del EGF.

2. Conocemos varios residuos del EGF implicados directa o indirectamente en la
unién con su receptor (Tabla IV.3). Esta informacién, publicada por diversos

autores, suele ser contradictoria o incompleta.

3. Conocemos ciertos datos del funcionamiento del receptor de EGF. Desde la
llegada de la senal, llegada de una molécula de EGF, la dimerizacion, la
transduccion de la sefial al interior de la célula y la posterior internalizaciéon
de los receptores para su recirculacién. De modo analogo al punto anterior

esta informacidon es muy contradictoria entre los diversos autores.
Se asigna al EGF un importante papel en el proceso de dimerizacién. Para ello

cabe concebir el EGF como una molécula en la que se pueden diferenciar dos

partes, una cabeza y una cola (Figura VI.1).

FCl

o

CABEZA COLA

CABEZA COLA

Figura VI.1 Se marcan las regiones funcionales en las que se han dividido las moléculas EGF
y PCI. Las sombras no se corresponden a ningin posicionamiento concreto
determinado, siendo meramente indicativas de regiones de las moléculas.
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Consideramos dos posibilidades no excluyentes que justifican este

comportamiento observado experimentalmente de la dimerizacién:

La cabeza del EGF interaccionaria con el EGFR, mientras la cola, formada
principalmente por el extremo N-terminal del EGF (parte de la cual carece el
PCI), quedaria expuesta, pudiendo unirse al otro heterodimero EGF-EGFR. La
formacion del tetrdmero es esencial para la consiguiente transmisidon de la
entrada en fase mitética al interior de la célula. El PCI, como se puede ver en la
region amarillenta de la Figura VI.1 carece de una parte importante de la cola,
sin embargo, un cluster de residuos hidrofébicos’ (muchos de ellos aromaticos)
son comunes a ambas proteinas, justificando estos residuos que el PCI pueda
dimerizar en los receptores de EGF y comportarse como un antagonista, aunque

menos potente.

El PCI con la regidon N-terminal de menor tamafio se une a los mondmeros de
EGFR por la cabeza, de estructura similar, pero al no tener parte de la cola la
dimerizacién se produce sin la consiguiente transmisién de la sefal de entrada en
fase M al interior de la célula. En este caso la cola del EGF, su extremo N-
terminal, es de vital importancia. Un resumen del papel atribuido a la cola seria

el siguiente:

a) de facilitar la formacién del tetramero (EGFR-EGF)-(EGF-EGFR), y

b) producir la transmisién de la sefal al interior de la célula.

La union del PCI a los receptores de EGF sin producir la transmision de sefial de
entrada en mitosis produce una inutilizacion de los EGFR, que nos lleva a

observar efectos de funcionamiento antagédnico.

L gl importante papel que se otorga a este cluster hidrofébico sera tratado ampliamente a

continuacion
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El cluster hidrofébico

En la literatura se describen un grupo de proteinas pequeiias, ricas en puentes de
azufre, y con funciones extracelulares (como se detalla en los capitulos III y IV).
En algunas de estas proteinas se ha descrito la presencia de clusters hidrofébicos
similares a los descritos aqui para el EGF y el PCI. Los distintos autores asignan a
estos residuos una importancia crucial para la dimerizacién, ya que un elevado
numero de estas proteinas presentan su actividad tras sufrir procesos de
dimerizacién. Este cluster hidrofdébico comun al EGF y al PCI ha podido ser

detectado para otras moléculas de la familia EGF-/ike como el TGF.

A partir de datos descritos por otros autores y por datos obtenidos bajo analisis

propios (Mas et al., 1998) se ha podido establecer el siguiente patron:

- es frecuente encontrar proteinas de diversas familias que actuan de
forma oligomérica unidas por un cluster hidrofébico similar al cluster
que tiene el EGF, el TGF y el PCI.

- cuando estas proteinas mensajeras (hormonas, venenos, factores de
crecimiento, inhibidores, etc) no estan transportdndose, sino que estan
realizando su funciéon, lo suelen hacer en forma de complejos
generalmente diméricos, es decir, el EGF, pese a ser un transmisor de
sefal, precisa de la presencia de otra molécula de EGF para que se

pueda obtener respuesta funcional (dimerizacidn del receptor).

Aungue estos patrones sean comunes para un gran numero de proteinas, las

funciones y origenes evolutivos de estas moléculas son muy diversos.

Un dato significativo es que el cluster hidrofébico estd formado por las cadenas
laterales de residuos del cuerpo de ambas proteinas, PCI y EGF. Sin embargo,
este cluster hidrofdbico se ve enriquecido por la presencia de varios residuos de
la cola N-terminal para el EGF, lo que liga este cluster hidrofébico a la cola N-
terminal del EGF.
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La hipétesis de partida

El EGF se une al receptor por su cabeza. La cola del EGF y especialmente el
extremo N-terminal quedan expuestos, del mismo modo quedan expuestos los
residuos que conforman el cluster hidrofébico. Finalmente, tanto la cola del EGF
como la presencia del cluster permiten la consiguiente dimerizaciéon del par
(EGFR-EGF)-(EGF-EGFR) y la consiguiente transmisién de la sefial al interior de la

célula para que ésta entre en fase M.

El cluster hidrofébico podria ademas tener un papel en la disposicion del EGF
correctamente dentro de su receptor. El PCI, de mucho menos volumen, podria
interaccionar con los EGFR por la cabeza, tal y como se ha propuesto. Su menor
volumen podria hacer que no estuviera suficientemente bien anclado al receptor,
de modo que o bien el cluster hidrofébico o la falta de un extremo terminal
equivalente al EGF dificultara su posicionamiento en el EGFR. Una posible
consecuencia de esta falta de volumen o imposibilidad de tener un anclaje mas
sélido pueden hacer que la afinidad del PCI por los EGFR sea significativamente

menor que la del EGF.

Consecuentemente podemos suponer que si afladimos al PCI la cola del EGF éste
debe aumentar su afinidad por el receptor del EGF. Sin embargo, las diferencias
estructurales de ambas moléculas, tanto en la cabeza, como en la relacién
estructural cabeza-cola del EGF respecto del PCI-ColaEGF (PCI quimérico)
podrian impedir que se activara la transmisién de la sefial al interior de la célula.
En el caso en que la sefial de entrada en fase M fuera transmitida cabria pensar
en la posibilidad de mutar la cola del EGF implantada sobre el PCI y eliminar

aquellos residuos que otorgan tal funcionalidad.
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VIi-D Resvultados

Analisis de la familia EGF-like

La familia EGF-like ya ha sido tratada a lo largo de esta tesis en los capitulos III y
IV. Su importancia estructural, al margen de la relacién existente entre sus
miembros y el PCI, yace esencialmente en el hecho de ser una familia de
proteinas ampliamente estudiada por diversos autores y desde muy diversos
puntos de vista. No obstante, como ya ha sido comentado, estos datos muchas

veces contradictorios o faltos de detalle impiden extraer informacién concluyente.

La superposicion de todos los miembros de la familia EGF-like que presentamos
se ha llevado a cabo utilizando el programa KNOT-MATCH, es decir, basando la
superposiciéon en datos puramente estructurales comunes a todos ellos.
Recapitulando sobre estos datos presentados en el capitulo IV de este trabajo

podemos decir que :

- es posible alinear las topologias de los puentes de azufre de todos los

miembros de esta familia,

- el alineamiento de la topologia de puentes de azufre permite el
correcto alineamiento del andamiaje de las proteinas, observandose
también un correcto alineamiento de lazos y estructuras secundarias

regulares,

- el analisis de la disposicidon de las cadenas laterales de ciertos residuos
en el espacio permite extraer un consensus caracteristico de la famila.
Este consensus, junto con la informacion publicada de estas proteinas,
nos permite determinar ciertos residuos como los principales

responsables de la union a los receptores.

De este modo se pudo extraer un patron caracteristico de la familia EGF-like el
cual se puede ver en la Figura IV.3, siendo los resultados obtenidos contrastados

con datos publicados, tal y como muestra la Tabla IV.3.
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Se pueden apreciar 15 posiciones, de las 53 posibles en el EGF, a las que se les
ha asignado algun papel funcional y/o estructural. De estas posiciones, siete son
presentadas como residuos implicados en la unién con el receptor,
concretamente Y13, N16, 123, Y29, Y37, R41 y R45. Ademads de estas posiciones
se han descrito otras, no incluidas en el consensus, que podrian tener un papel

importante, como es la L47 y el extremo C-terminal del EGF.

Relaciones estructurales entre el EGF y el PCI

El PCI y el EGF son moléculas muy alejadas evolutivamente, siendo el PCI una
proteina de origen vegetal y el EGF una factor de crecimiento de mamiferos.
Estas proteinas, que secuencialmente tampoco estan relacionadas, han podido
ser relacionadas estructuralmente por el programa KNOT-MATCH. En el trabajo
gue se presenta en este capitulo es resultado de analisis concretos realizados
tras el uso de los programas KNOT-MATCH (capitulos III y IV) y FOLD-SCOPE
(capitulo V), cuyos métodos fueron descritos en los capitulos correspondientes.
En el capitulo IV se muestra una clasificacién de proteinas ricas en puentes de
azufre y en ella el PCI y el EGF forman parte de un mismo cluster, indicando que

estan fuertemente relacionadas por la topologia de sus puentes de azufre.

En un principio las regiones con similitud estructural fueron determinadas por
inspeccion visual y analizadas mediante el calculo de RMSD (Mas et al., 1998).
Para agilizar este calculo y correspondiente andlisis se cre6 un programa
(FRAZER) especialmente adaptado para hacer este tipo de calculos. Dos regiones
fueron determinadas como similares estructuralmente entre el PCI y miembros
de la familia EGF-like, especialmente el EGF. Asi, el fragmento 27-34 del PCI se
relacionaba con el fragmento H22-Y29 del EGF con un RMSD de 0,7 A mientras
para el resto de la familia de los EGF se podian determinar valores préximos a 1
A. Andlogamente, la regién 18-24 en el PCI mostraba regiones equivalentes con
miembros de la familia EGF, sirva como ejemplo la relacién existente con el 1ccf
con 0.5 A (fragmento C55-C61).
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El desarrollo del programa FOLD-SCOPE ha permitido establecer relaciones mas
profundas entre el EGF y el PCI, por lo que se refiere al andamiaje de ambas

proteinas. La Figura VI.2 muestra los detalles de la superposicion.

PCI EGE

! HOL D=7
EGE 16-33

Figura VI.2. Representacion en cinta de los esqueletos de las proteinas EGF
y PCL

Como se puede ver en la Figura VI.2 ha sido posible relacionar una amplia regién
de ambas moléculas, en concreto 17 residuos con un RMSD de aproximadamente
3,5 A, siendo esta region significativamente mas grande que la determinada por
inspeccion visual (Mas et al., 1998). De este modo ha sido posible relacionar el
45% de la estructura del PCI con el EGF. Gracias al sistema de auto-focus
disponible en el FOLD-SCOPE fue posible determinar la region de mayor similitud
estructural, concretamente la regién 25-33 en el EGF podia superponerse con la

regién 29-36 del PCI con un RMSD de aproximadamente 1,2 A.

Los resultados indican que las proteinas EGF y PCI, pese a tener una homologia

secuencial muy baja, estan claramente relacionadas estructuralmente.
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Comparicién espacial de grupos quimicos equivalentes.

Estas proteinas, como ya hemos visto, tienen similar andamiaje, elemento
necesario para realizar la comparacidon de grupos quimicos equivalentes. El uso
del KNOT-MATCH ha sido muy util para la superposicion de las estructuras de
ambas proteinas y el andlisis de los grupos quimicos equivalentes en el espacio y
ha permitido establecer importantes relaciones estructurales entre ellas. Esta
superposicion alinea correctamente las estructuras secundarias regulares de
ambas proteinas, como ya ha sido expuesto. Los elementos utilizados para tal fin
forman un patréon estructural comun no tan sélo de estas dos proteinas o
familias, sino de un heterogéneo grupo de familias de proteinas (Mas et al.,
1998).

Cuando se realiza tal superposicion es posible observar que hay nueve grupos
quimicos equivalentes situados en el espacio, es decir, hay nueve aminoacidos
cuyas cadenas laterales estan orientadas en el espacio de un modo similar y las
cuales aportan a esa posicion del espacio unas propiedades fisicoquimicas
similares (Figura VI.3). Algunas de estas posiciones han sido descritas como
estructural o funcionalmente importantes para el PCI o para el EGF (Rees &
Lipscomb, 1982; Brown et al., 1989; Brown & Withrich, 1992; Ullner et al.,
1992; Groenen et al., 1994, Picot et al., 1994; Molina et al., 1994; Barbacci et
al., 1995; Jacobsen et al., 1996; Blanco-Aparicio et al., 1998; Mas et al., 1998).
La Figura VI.3 muestra los residuos alineados de las dos proteinas. Cinco de
estos residuos son ademas conservados para todo el consensus extraido de la
familia EGF-like que se muestra en la Figura IV.3. En concreto los residuos D11,
V19, S25, T30 y R41 se conservan para la mayoria de los miembros de la familia
del EGF-like.
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Figura VI.3 Representacion en cinta de las proteinas EGF y PCI
tras la superposicion por la topologia de sus puentes de azufre. Se
sefialan ademas los residuos cuyas cadenas laterales ofrecen al
espacio similares propiedades fisicoquimicas.

De las nueve posiciones sefialadas en la Figura IV.3 cabe destacar siete residuos
por su especial similitud. Estas siete posiciones han sido agrupadas en tres
regiones (Figura VI.4). La Regidn 1 contiene los aminoacidos L15 y R41 del EGF y
los 17 y K10 del PCI. La Regidn 2 estd compuesta por los residuos V19, S25, L26
y T30 del EGF y sus equivalentes del PCI que son A26, S30, A31 y T33.
Finalmente la Regidn 3 que incluye los residuos aromaticos Y37 y W50 del EGF y
W22 y F23 del PCI.
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Figura VI.4 : EGF y PCI superpuestas por la topologia de sus puentes de azufre.
En la parte superior se observa una representacion en cinta de
ambas moléculas con los puentes de azufre destacados. En la parte
inferior se observa una representacion en esferas de van der
Waals. Se destacan en este caso con colores el tipo de residuo. Asi
el color verde indica residuo polar sin carga, el marron es apolar,
el azul es cargado positivo y el violeta son residuos aromaticos.
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La Regioén 1 y la Regidén 3 contienen el mayor nimero de residuos descritos en la
literatura como implicados en la unién con el receptor. Por su parte, a la Region 2
se le asigna una funcién mas estructural, segun los residuos implicados en esta

region.

Estudios para el disefio de un PCI quimérico. La movilidad de las colas
N y C-Terminal del PCI

El andlisis de la movilidad de las colas N y C-Terminal del PCI han de permitir una
mejor compresion del efecto de esta proteina en los EGFR. El PCI y EGF son
moléculas cuya estructura nativa depende esencialmente de la presencia de los
puentes de azufre. Estos enlaces fijan por tres puntos las proteinas y hacen que
éstas puedan mantener su estructura en condiciones cambiantes del medio.
Consecuentemente las regiones centrales de estas proteinas (core) tienen muy
poca movilidad. Sin embargo, los lazos mas grandes y los extremos N y C
terminales de ambas proteinas quedan mucho menos anclados al core de la

proteina, observandose en estos casos una cierta movilidad.

Cuando analizamos cada caso en concreto observamos que los extremos N y C
terminal del EGF son muy mdviles, tal y como se describe en la literatura. Los
datos disponibles sobre la movilidad de los extremos N y C terminales del PCI
fueron obtenidos por investigadores de nuestro grupo (Oliva et al. 1995). Se
realizé un estudio por Dinamica Molecular partiendo de la estructura resuelta por
Cristalografia de Rayos X del PCI en un medio acuoso durante 500 ps. En la
Figura VI.4 se puede observar que el cuerpo central del PCI (core) mantiene su
estructura tras los 500 ps de proceso, tal y como cabria esperar, mientras los
lazos sufren una ligera deformacién. Del mismo modo el extremo C-terminal del
PCI, con tan solo 4 residuos no sufre variacién estructural significativa. El
extremo N-terminal del PCI, aquél que se corresponde estructuralmente con el C-

terminal del EGF, sufre una variacidén estructural significativa.
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Figura VI.5 Representacion en cinta de la estructura cristalina y tras 500 ps de

Dinamica Molecular del PCI en agua.

En la Figura VI.5 se puede observar el movimiento que ha sufrido el extremo N-
terminal del PCI. El motivo por el cual el PCI cristalizado muestra la cola arriba es
porque las coordenadas disponibles del PCI corresponden al PDB 4cpal. En este
archivo, el PCI fue cristalizado unido a la carboxipeptidasa, a quien esta
inhibiendo, y aparecen interacciones entre el extremo C-terminal del PCI y la
carboxipeptidasa. Al poner en disolucion esta molécula se observa una clara

tendencia a adoptar la conformacién cola abajo.
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VI-E Conclusiones

De los resultados obtenidos se pueden extraer varias conclusiones:

1. Segun datos experimentales del propio grupo y de informacion de
otros autores podemos decir que la cola N-terminal del EGF tiene un

importante papel en la funcionalidad del EGF.

2. El extremo C-terminal del EGF se corresponde topoldgicamente con el

extremo N-terminal del PCI.

3. Los extremos N-terminal del PCI y el C-terminal del EGF son muy

flexibles.

4. La superposicién por puentes de azufre del PCI y del EGF, en el cuerpo
central de ambas proteinas, permiten un correcto alineamiento de la

cola C-terminal del EGF colocada sobre el extremo N-terminal del PCI.
5. El residuo L47, definido como residuo funcionalmente muy importante
para el EGF por varios autores, se corresponde mediante alineamiento

espacial, al residuo Q1 del PCI.

6. A la vista de los resultados descartamos utilizar la cola C-terminal del

PCI para emular la cola C-terminal del EGF.
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CONCLUSIONES

Conclusiones generales de la tesis

CAPITULO VII
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CONCLUSIONES

Podemos destacar las siguientes conclusiones globales obtenidas durante el

desarrollo de este trabajo de tesis doctoral:

1.

Se han establecido los métodos matematicos y algoritmos que permiten
superponer estructuralmente proteinas ricas en puentes de azufre. Se ha
desarrollado el programa KNOT-MATCH, accesible desde internet en la
direccidon http://luz.uab.es, que agrupa todos los algoritmos mencionados,
permitiendo al usuario seleccionar el algoritmo y parametros que considere

oportunos en cada caso.

Se han aplicado métodos de calculo utilizados en visidon por computacién para
el analisis estructural de esqueletos polipeptidicos de proteinas. Estos
algoritmos permiten eliminar errores clasicos de las metodologias utilizadas
para la superposicién de estructuras, aumentar la eficiencia de calculo para
este cometido y disponer de un algoritmo eficiente para comparar elementos

subestructurales y esqueletos polipeptidicos de proteinas.

. Se ha podido establecer que la topologia de puentes de azufre de una

proteina, es decir, la arquitectura que dibujan sus puentes en el espacio
muestran ciertas regularidades entre proteinas aparentemente no
relacionadas. Esto nos ha permitido relacionar estructuralmente proteinas que

por los métodos clasicos no hubiera sido posible.

. Se ha establecido una clasificacién preliminar de proteinas basada en la

topologia de sus puentes de azufre. Se ha propuesto la redifinicion del grupo
de proteinas conocido como T-Knot agrupando las definiciones dadas por

diversos autores.
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CONCLUSIONES

5. Se han predicho los determinantes estructurales que permiten explicar el
efecto antagonista del PCI al EGF al unirse a los receptores EGFR y se han

realizado los andlisis previos a la construccion de una quimera PCI-EGF.
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Ya estd, creo!. Bueno, quienes me conocen saben que ya estaba... casi!!!. Bueno, “un
coffee mas y ahora si que lo acabo!!!”. Pero ahora si. AL FIN! Ahora los

agradecimientos.

a la familia...

Pero para acabar un trabajo de tesis es preciso haberlo empezado. Una perogrullada
similar tiene una gran importancia en mi caso. Poder hacer una tesis necesitas haber
hecho una carrera y luego dedicar varios afios. En ese tiempo, ialgo tienes que comer!
Y como dice la Lumi: “donde comen tres comen cuatro, si le pones”. El esfuerzo
personal necesario para poder llegar a presentar este trabajo no es comparable en lo
mas minimo al sacrificio que mi familia ha tenido. La tesis de un individuo no es tan
sblo el fruto del estrujar de sus meninges, ni de su sacrificio personal (si lo hubiese),
como tampoco es el fruto de largos afios de trabajo de muchas personas en una misma
linea de investigacién. Es mucho mas que todo eso, al menos bajo mi entender. Para
lograr algo, incluso lo mas minimo, se precisa un apoyo, un amor como el que yo he

disfrutado a raudales.

Cuando uno repasa el grupo de personas a los que debe todo o parte de su trabajo se
da cuenta qué larga puede ser la lista. Encima de esa lista tres personas: mi madre, mi
hermano y mi mujer. Sin ellos nada hubiera sido posible. Mas aun, sin ellos nada
hubiera merecido la pena. Pero agradecerles lo que me dieron no lo puedo hacer sélo
con palabras. Necesitaré al menos esta vida para poderles mostrar mi agradecimiento.
No puedo dejar de nombrar de un modo especial al verdadero artifice de esta tesis, a la
persona que lo hizo posible: mi madre. Desde luego es mi maxima aspiracion ser algun
dia tan buen padre para mis hijos como ella lo es para mi. El apoyo incondicional de mi
hermano y su temprana madurez combinado con el cabronismo que alberga su ser me
hicieron crecer y crecer, y ya ves 1'70!l!l. Los tres en casa (la Lumi, el Oscar y yo)
pasamos momentos muy malos y bajo la supervisidon de la superLumi lo sacamos para

adelante. Ele nuestros cojones!!! Gracias Lumi.

Creo que no habia antes, pero un dia conoci a la madre de mis hijos. Su apoyo, su
sacrificio paralelo, su aguante y su carino han sido y son esenciales para mi. Si ella no
estuviera obviamente yo no seria yo. Seria otro, igual de feo, pero otro. A ella le debo

mucho, mucho... ya le pagaré con carne!!!
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Pero hay mas. Todo el soporte de una familia cuando pasamos nuestro peor momento
es algo que siempre tendremos que agradecer. Ellos nos dieron lo que nos faltaba y nos
apoyaron mientras nos hizo falta. La lista es larga y siempre corres el riesgo de dejarte
alguien pero no puedo por menos que destacar a Genaro, a Jesus, a Paco, a Antonio, a

Pepi, a Mari, a Poli, a Juani, y a mis primos (que no cabrian).

Y en los ultimos afios mi nueva familia. Maravillosos. Otra madre, un nuevo padre y
otra hermana pequefia. A ellos también las gracias de adoptarme como uno mas.

Conociéndolos a ellos sabes por qué tengo una mujer tan increiblemente maravillosa.

Ya habréis deducido que para mi el trabajo de investigacién es el fruto de un estado de

animo. A vosotros os debo estar ahi. Muchas gracias.

... A'la peny del IBF

Cuando llegué al centro encontré unos compaferos, me fui y ya no estaban todos.
Algunos eran ya mis amigos. Sabian mucho de proteinas o no tenian ni puta idea ni
falta que les hace. Los Patrick, Baldo, Nati, Pepe, Marc y un largo etcétera hicieron que
fueran unos afios maravillosos. Aprendimos juntos el verdadero arte de la tauromaquia,
del autoeslome, espurreamos sin miramiento, comprendimos el concepto cap-cua y

disfrutamos de lo lindo con la teoria de las colas.

Pronto fuimos capaces de grandes hazafias. Como no va a haber cojones por parte del
resto, voy a ser yo quien deje para la posteridad algunas anécdotas con las que hemos
disfrutado de verdad. Sélo voy a explicar dos que guardo en mi mente con un carifio

especial y sin animo de hacer dafio a nadie, va por vosotros!!!!

Tema tauromaquia: Corrian malos tiempos. los revenimientos estaban a la orden del
dia y los potes y soluciones no se hacian solos. Fuimos al Bar. Entre fenomenales
hamburguesas y servesitas frias se cocié la tragedia. Volvimos al lugar del crimen. Los
potes seguian vacios y las soluciones sin hacer. Todavia recuerdo las paredes repletas
de alusiones. Apuntaban al culpable. No tenia culpa de nada, seguro, pero
necesitdbamos carnaza. Fue entonces cuando entre vitores asistimos a los mejores
pases de pexo. De rodillas. Sin miedo. Muchas tardes de gloria dieron los sin motivos

para reir. A ellos y a ese publico. Grasias.

Tema espurreo: Mu malos tiempos. El Emperador marcius en el exilio habia estado

dispuesto a contar las verdades del barquero. La situacién habia llegado al borde del
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abismo. Darth Balder apenas volvia de su encuentro con el mal. Malnutrido y cansado
no respondia como humano. Fue entonces cuando llegé la apuesta: Patrick Skywalker,
Xouwaka y el Gran Olvidado. El reto estaba servido. Xouwaka se retiré a un grito de la
Princesa. Se oydé un “tu quitas y yo pongo”. Luego la nada. Una nube nos cubrid a
todos. Cuando todo volvié a la normalidad vimos que no habia muertos. iDe poco!
Luego el exilio y la condena indefinida. Todavia hoy hay quien sufre las consecuencias,

para él, un abrazo.

Quiero hacer una especial mencién de Toni, Angel, Teresa y de Juan Checa, de quienes

guardo un gratisimo recuerdo.

... a las aportaciones cientificas

Las dos primeras instituciones cientificas a las que tengo que agradecer su aportacion
son mis directores de tesis. Tanto Enrique como Avilés (tanto monta, monta tanto) han
puesto a mi servicio su inmenso conocimiento. Hemos emprendido cosas interesantes y
nos hemos estrellado en otras, investigacién le llaman. Guardaré de ellos un recuerdo
en color: el amarillo Avilés y el verde Enrique. También quiero nombrar la aportacién de

Rafa y su relacidn entre el cadncer y todo cuanto le rodea.

Me cabe destacar una de las personas con mayores conocimientos en biocomputacion
en Espafia, mi amigo Baldo. También las aportaciones de mis compafieros y amigos:
Patrick, quien seguro acabara teniendo un nombre en el campo, y Marc. Quiero hacer
una mencion especial para el futuro Dr. Albert Pujol especialmente por su aportacion en

un capitulo de esta tesis, posiblemente el mejor.

Pero hay personas: Quico, Pifiol y Pepo entre otros me han ayudado muy por encima de
lo que nuestra convivencia exigia. Queria dar especiales gracias a Pepo quien me dio el

toque magico para hacer la tesis y al que tengo especial estima.

... a INFOCIENCIA

Quiero hacer especial menciéon de mi compafnero de aventuras y amigo Jordi. Con él he
comenzado mi ‘después del IBF’. Durante los ultimos anos hemos creado y compartido

nuestra INFOCIENCIA. Hemos partido de nada, hemos hecho algo. Todavia nos queda

hacerla muy grande y hundirla estrepitosamente. Con un par de cojones!!!
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