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RESUMEN

Los receptores ionotropicos de glutamato conforman canales i6nicos dependientes de
ligando que permiten el flujo de potasio (K"), sodio (Na) y calcio (Ca*"), ampliamente
distribuidos en el Sistema Nervioso Central (SNC). Estan relacionados con todos los
procesos de transmisién sinaptica rapida, potenciacidén, depresion a largo plazo,
plasticidad, enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington,

también Epilepsiay procesos de aprendizaje y memoria, entre otros.

Se han clasificado farmacoldgicamente segin los agonistas, que ademas del glutamato,
interactiian con el receptor, en tres grupos: AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasole
propionato), KA (kainato) y NMDA (N-metil-D-aspartato). Los dos primeros permiten el
flujo de potasio, sodio y se ha encontrado que sus regiones extracelulares presentan
homologia con las proteinas periplasmicas bacterianas ligadoras de aminoacidos, LAOBP
(Ligadora de lisina, arginina, ornitina), HBP (Ligadora de histidina), GBP (Ligadora de
glutamina), las cuales han sido utilizadas como modelos para la comprension del

mecanismo de interaccion ligando — receptor.

Diferentes autores han trabajado a partir de un constructo quimérico del receptor de
glutamato GluR2 denominado dominio S1S2 que representa la region extracelular
involucrada en la union del glutamato, agonistas y antagonistas. Ha sido cristalizado en
forma libre y con los ligandos, glutamato, AMPA, Ka y DNQX, denominados con los
codigos PDB, 1FTJ, 1FTM, 1FTK, 1FTL, respectivamente. Esto ha permitido realizar

diferentes modelos sobre la estructura y el funcionamiento del canal.

Para los receptores sensibles a NMDA se ha dificultado mas su estudio, ya que su
estructura y tamafio son mucho mas complejos. Permiten el paso de iones calcio y presenta

tres tipos de subunidades diferentes, NR1, NR2, NR3, cada una de ellas con diversas



variantes terminando en una organizacion multimérica compleja y con diferente

estequiometria de acuerdo con las zonas del cerebro donde se encuentren.

En este trabajo se realiza un modelo de la region extracelular de la subunidad NR2B que
permite la unién del glutamato, y un mecanismo de su interaccion con glutamato y
NMDA; utilizando herramientas computacionales como programas de alineamiento de
secuencias (LALING, ClustalW), programas de analisis estructural (Spdviewer 3,7b) y el
programa Gramm version 3.01 para el reconocimiento estructural o docking de las

estructuras contra glutamato, NMDA.

Se propone la union del glutamato en la region amino terminal que comprende los primeros
558 residuos mediante interacciones electrostaticas facilitadas por R-519, N-515 y S-520.

NMDA se une en el mismo sitio de manera similar.



ABSTRACT

The ionotropic glutamate receptors conform ligand dependent ionic channels, that allow the
Na', K, Ca® ions flux, they are mainly distributing in Central Nervous Sistem (CNS).
They are related with all the fast synaptic transmission, long term potentiation, long term
depression, plasticity  process, pathologycal changes like Alzheimer, Parkinson,

Huntington, Epilepsy, memory and learning process.

They have been pharmacologically classified according to agonist that, likewise glutamate,
interact with the receptor; in three groups: AM'PA (o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole propionate), KA (kainate) y NMDA (N-methyl-D-aspartate). The two first allow
the influx of potassium, sodium and it have been find that their extra-cellular regions show
homology with some bacterial periplasmic aminoacid binding proteins, LAOBP (Lysine,
arginine, ornithine binding protein), HBP (Histidine binding protein), GBP (Glutamine
binding protein), which have been used like models for interaction mechanism

understanding.

Different authors have worked with a glutamate receptor chimeric construct, named S1S2
GluR2, that represents the extra-cellular region involved in the glutamate, agonist and
antagonist binding. It have resolved the crystal structure in free form end with ligands,
glutamate, AMPA, KA, DNQX with PDB code, 1FTJ, 1FTM, 1FTK, 1FTL, respectively

This have allowed make different channel structure and function models.

For NMDA receptors, it has been difficult their understanding because their structure and
size are more complex. They allow the influx of calcium and have three different subunit
classes, NR1, NR2, NR3, each one with several variants, multimeric complex organization

and a stequiometry according to brain zone where it find.



In this work it made an extra-cellular model of the NR2B subunit, that allows the
glutamate binding, and their interaction mechanism with glutamate and NMDA using
computational tools like aling sequence programs (LALING, ClustaW), structural analysis
programs (Spdviewer 3,7b) and Gramm version 3.01 for the docking against glutamate,

NMDA.

It propose the glutamate binding in amino-termini region that correspond to the first 558
aminoacids, throught electrostatic interactions make easy by R-519, N-515 and S-520.
Binding NMDA is the same that it.



1. INTRODUCCION

Un simple “pinchazo”, una sensacion de calor, frio, dolor, un pensamiento, una imagen o
sonido memorizado, la pérdida de memoria y cualquier tipo de enfermedad relacionada con
el funcionamiento de nuestro sistema nervioso central (SNC) estin determinados por
funciones celulares especificas, una de ellas, de gran importancia, es la comunicacion entre
células nerviosas o neuronas, la cual permite la trasmision de sefiales desde el sistema
nervioso periférico (SNP) hasta el SNC y la generacion de una respuesta o reaccion. Estas

sefales estan determinadas, en gran medida, por sistemas proteicos ligando — receptor.

Uno de estos sistemas de proteinas son los receptores de glutamato, los cuales se
encuentran involucrados en transmision sinaptica rapida, potenciacion y depresion a largo
plazo, plasticidad, funciones cognitivas, enfermedades neurodegenerativas como:

Alzheimer, Parkinson, Esquizofrenia, Epilepsia, entre otras.

Estudios realizados hasta el momento indican que es un sistema de alta complejidad.
Incluye dos familias de receptores: ionotropicos y metabotropicos. Los primeros
clasificados farmacologicamente por especificidad de union a diferentes agonistas: AMPA
(a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasole propionato), KA (kainato) y NMDA (N-metil-D-
aspartato). Permiten el flujo de iones Na', K™ y Ca®" dependiente de ligando. Los
metabotropicos (mGIluR) desarrollan respuestas a partir de sefalizaciones mediante

proteina G, fosfoinositol y AMP ciclico.

Para la region exoplasmatica se ha encontrado una relativa similaridad de secuencia con las
proteinas periplasmicas bacterianas. Estas proteinas mucho mas pequefias y ubicadas en la
region, como su nombre lo indica, periplasmica de bacterias Salmonella Typhimurium y
Eschericthia Coli han sido cristalizadas y resuelta su estructura, por difraccion de rayos X,
en las formas no ligada o forma apo y ligada. Han sido utilizadas para formular el modelo

de accion de la region extracelular encargada de interactuar con glutamato en los receptores



ionitropicos 1GluR2, AMPA y KA. Adicionalmente, para estos receptores, Kusinnen et
al. realizaron la extraccion de una region exoplasmatica entre el amino terminal y la
primera hélice transmembranal M1, y, una vuelta entre las zonas M3 y M4 conectados por
una secuencia corta sintética que llamaron linker, generando un cosntructo quimérico
hidrosoluble, del cual fue resuelta su estructura por difraccion de rayos X, en la forma apo
y ligada a los agonistas AMPA, KA, glutamato y el antagonista DNQX (Acido

quinoxalinedionico).

En este trabajo se estudian como modelos las proteinas bacterianas de union de
aminoacidos como LAOBP, HBP, LIVBP, QBP, la transportadora de aspartato en

Salmonella Typhimurium y el constructo quimérico de los receptores AMPA y KA.

Aunque no se encuentra gran similaridad entre las secuencias de las proteinas periplasmicas
y los receptores de glutamato, iGluRs, los sustratos que enlazan son parecidos en sus
grupos funcionales y pueden tener tipos de interacciones parecidas con residuos de
aminoacidos, en el sitio de unién, comunes. Esto permite disefiar y proponer un modelo
de la interaccion entre la region exoplasmatica de la subunidad, que controla la union del
glutamato, NR2B, y los agonistas, glutamato y NMDA, perteneciente al receptor
ionotropico sensible a N-metil-D-aspartato. Utilizando las estructuras obtenidas de la base
de datos PDB (Protein Data Bank) y las herramientas suministradas por los programas
Spdviewer version 3,7b, Gramm version 3.01, y los programas de alincamiento se
secuencias LALING y ClustalW se puede realizar el disefio de un mecanismo de

interaccion y de un modelo de la region exoplasmatica para el receptor sensible a NMDA.

Conociendo el mecanismo de interaccion y la region interactuante se pueden planear
posteriormente  trabajos experimentales encaminados a la sustitucion por mutagénesis
dirigida de los residuos interactuantes y verificar su funcion en la afinidad del ligando. Lo
que, a su vez, finalmente permitird entender la influencia de la unién del ligando en la

apertura del canal y su permanencia.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar el modelo del mecanismo y la estructura del sitio de interaccion de la subunidad
NR2B del receptor ionotropico de glutamato sensible a N-Metil-D-aspartato (NMDA) con

glutamato y NMDA, a partir de la homologia con las proteinas periplasmicas bacterianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar los residuos de amino acidos presentes en los sitios de interaccion de la
subunidad S1S2 del receptor de glutamato iGluR2 y las proteinas periplasmicas
bacterianas.

e Encontrar regiones de homologia entre las secuencias de la subunidad NR2B y las
periplasmicas a partir de alineamientos de secuencia.

e Disefiar, por mutaciones puntuales con el programa spdviewer, la region de
interaccion con glutamato, a partir de las zonas homologas con las periplasmicas.

e Analizar el mecanismo de interaccion del glutamato y NMDA con la region
disefiada, a partir del “docking” de las estructuras con el programa Gramm.

e Generar un modelo predictivo para las interacciones con glutamato y NMDA.



3. ANTECEDENTES

En 1990 McDonald et al., y en 1993 Bliss et al. , identificaron el papel que juega el
glutamato como neurotransmisor del sistema nervioso central, en neurodesarrollo,

plasticidad sinaptica y desordenes neurodegenerativos. (Cotman, C., et al., 1995)

Esto gener6 el comienzo de un estudio que contintia desarrollandose alrededor de las
proteinas receptores de glutamato y agonistas, estos ultimos han determinado la
clasificacion de estos receptores en los tres grupos antes mencionados, kainato, AMPA y

NMDA.

Los estudios comenzaron con la determinacion estructural y funcional de estos receptores.
Kusinnen et al., en 1995, realizaron, mediante experimentos de mutagénesis de sitio
dirigido, el disefio de constructos quiméricos de la region que interactiia con el agonista al
cual denominaron S1S2. (Dingledine, et al., 1999). En 1998 se identificé la estructura del
centro de interacciéon del receptor en complejo con kainato, y en 2000 con AMPA,

glutamato y el antagonista DNQX. (Armstrong N. Gouaux E., 1998, 2000)

Encontraron que la estructura se organizaba en dos dominios lobulares que llamaron o y 3
(S1 y S2) con el amino terminal localizado en el dominio 1 y el carboxi — terminal en el
dominio 2. SI incluye 150 residuos de aminodcidos del amino terminal previo al primer
segmento transmembranal y S2 comprende los residuos entre los segmentos asociados a
membrana M3 y M4. El agonista se encuentra entre los lobulos participando de multiples
contactos polares con los residuos de ambos dominios, entre una especie de hendidura que
se cierra en la interaccion del liando con algunos residuos de aminoéacidos importantes
como R- 485, T-480, E-705, Y-450, P-478, T-655 identificados a partir de mutaciones y
evaluacion de la actividad. Aunque el AMPA y glutamato indujeron un mayor cierre de los

l6bulos, a diferencia del DNQX que no presenta mayor movimiento con respecto a la forma



apo, la cual puede ser la razén por la que actie como antagonista. (Armstrong N. Gouaux
E., 1998, 2000)

En 1998 se desarrolla un modelo de este tipo de receptores para las regiones
transmembranales con el N-terminal extracelular y el C-terminal intracelular, los segmentos
M1, M3 y M4 atravesando la membrana y el M2 insertado medianamente en el interior del

poro del canal, incluyendo el modelo de la region S1S2. (Lampinen et al., 1998)

Para todas estas estructuras los lobulos S1 y S2 act@ian como brazos que encierran el
ligando asociado con cambios conformacionales notables los cuales son el interés de

nuestro estudio.

Del receptor sensible a NMDA se sabe que tiene una serie de propiedades importantes que
lo distinguen de los otros. Los iones de Mg'" bloquean el canal y le restan potencial, y la
corriente solo fluye cuando se libera en la sinapsis, el agonista. Muestra una alta
permeabilidad al calcio (Ca’™) cuyo flujo puede activar importantes procesos celulares.
Para mayor eficiencia en su funcién deben estar ligados glutamato y glicina con sitios de

uniodn para cada uno. (Lesley et al., 1998)

Estos receptores son hetero-oligdmeros compuestos de tres tipos de subunidades hasta
ahora identificadas: La subunidad NR1 que presenta por splicing diferentes variantes, uno

o mas tipos de NR2 (A, B, C, D) y NR3 de la cual no se conoce mucho.

Su estructura, desconocida aun, se basa en los modelos de las estructuras de receptores de
funcion similar y el sitio de unidn a partir de las proteinas ligadoras de amino acidos. Se
cuenta con modelos similares a los propuestos para AMPA. Un dominio amino terminal
extracelular, tres segmentos transmembranales y una vuelta que entra parcialmente en la

membrana y parece contribuir con el poro de canal. (Hirokasu, H., et al., 1996)

Se han hecho varios estudios de los sitios de uniéon a glutamato y a glicina. En 1996

Hirokasu et al. identifican este sitio para glicina en la subunidad NR1, especificamente en



la vuelta entre los segmentos transmembranales M3 y M4 y en 1998 Ivanovic et al.
lograron expresar y caracterizar el dominio de uniéon a glicina mediante un constructo
soluble que contenia el denominado S1S2 de la subunidad NR1 totalmente activo
determinando que las afinidades de union de glicina eran significantemente diferentes en
diversas mezclas heteroméricas del receptor lo que permite pensar que la subunidad NR2
aunque no tiene sitio de union, directamente a glicina, podria contribuir en la conformacién

del sitio de interaccion en NR1.

Igualmente en 1998 Lesley et al. identificaron residuos de amino acidos en la subunidad
NR2A que contribuyen a la unidon de glutamato sugiriendo que esta subunidad es la
moduladora de la interaccion del glutamato, asi como NR1 es modulador de la interaccion

de glicina.

Por otro lado se encuentra un grupo de proteinas de periplasmas bacterianos, las permeasas,
ligadoras de aminoécidos que por la similitud quimica entre los aminoacidos que unen y los

agonistas de nuestro estudio son un blanco para utilizar como modelo de estudio.

En 1989 Sack et al. publicaron la estructura refinada de la ligadora de leucina (LBP —
Leucine binding protein) y la de Leucina, Isoleucina, Valina (LIVBP — Leu, lle, Val
binding protein). En 1993 Byung et al. obtuvieron la estructura de Lisina, Arginina
Ornitina (LAOBP — Lys, Arg, Orn binding protein), y en 1995 la estructura de la ligadora
de Histidina (HisJ).

En la comparacion y los alineamientos de secuencia de estas proteinas con el dominio S1S2
se ha encontrado alguna similaridad, fundamentalmente en la hendidura que se forma para
la interaccion con el ligando entre las subunidades S1 y S2, lo que permite realizar
modelos estructurales basados en la homologia como en el trabajo realizado por Lampinen
et al. en 1998, en donde se basa en las interacciones especificas que se presentan en las

ligadoras de aminoacidos encontrando que las interacciones ligando — receptor estan



mediadas por la presencia de residuos cargados como Arg507, Glu727, Arg 77, y Aspl61

que por homologia se encuentran en iGluR.

Teniendo en cuenta estas premisas se utilizaran las proteinas ligadoras de aminoécidos y la
estructura de union de kainato y AMPA cuyas estructuras tridimensionales se encuentran en
PDB para identificar patrones de interaccion receptor — ligando que permitan generar un

modelo predictivo para la interaccion de NMDA.



4. MARCO TEORICO

4.1 Glutamato como neurotransmisor:

El L-Glutamato, es uno de los principales aminodcidos neurotransmisores excitatorios

involucrados en la sefializacion interneuronal en el cerebro y en la espina cordal del SNC.

El sistema funciona a partir del almacenaje de L-Glutamato en pequefias vesiculas
localizadas en el citoplasma de las terminales axonicas de la célula presinaptica como se
observa en la figura 1. Este almacenaje depende de proteinas especificas, transportadores
vesiculares, que determinan qué glutamato es usado como neurotransmisor en una neurona.
Los niveles citoplasmaticos de glutamato son cercanos a 10mmol/l y la concentracion
dentro de las vesiculas puede llegar a ser mayor de 60mmol/l; esto quiere decir que una
gran cantidad de glutamato puede ser liberada en el espacio sindptico. Las vesiculas son
transportadas hacia la terminal axdnica, acumuldndose en una zona activa o zona
especializada que permitird la fusion de las vesiculas a la membrana plasmatica.
Adicionalmente, esta zona activa contiene numerosos canales de calcio dependientes de
voltaje, es decir, permiten el flujo de iones calcio en respuesta a una excitacion eléctrica;
el calcio entra en la célula presinaptica, se liga a proteinas de las vesiculas y produce la

exocitosis. (Mennerick S, Zorumski Ch., 2001)

Las moléculas de glutamato, una vez liberadas, se ligan a proteinas receptoras especificas,
integrales de la membrana plasmatica, en la neurona postsinaptica; induciendo un cambio

en el flujo de iones a través de esta membrana.

Existen dos tipos principales de receptores de glutamato. Los primeros son los canales
i6nicos o receptores ionotrdpicos, proteinas transmembranales que contienen un sitio de
unioén para el glutamato y una region que actiia como canal, el cual se abre en respuesta a la
unién del glutamato permitiendo el flujo de iones y un cambio de potencial eléctrico a

través de la membrana plasmatica. Los segundos, los receptores metabotropicos, estan



relacionados con proteina G, tienen un sitio de unién de glutamato y alteran el flujo de
iones, pero de manera indirecta, es decir, disparando cascadas de sefalizacion intracelular

que resultan en la fosforilacion de proteinas, alterando nuevamente el flujo de iones.
4.2 Receptores Ionotropicos de Glutamato:

Estos receptores se clasifican también a partir de sus propiedades farmacoldgicas y
funcionales. Teniendo en cuenta su afinidad a ciertas moléculas sintéticas que actian como
agonistas, es decir, generan la misma funciéon que el glutamato y antagonistas que
bloquean la accion del receptor, se han clasificado en tres grupos: Receptores ionotrépicos
activados por NMDA (N-metil-D-Aspartato), responsables de ciertas formas de plasticidad
sinaptica como potenciacion a largo plazo (““Long term potenciation” - LTP), depresion a
largo plazo (“Long term depresién” - LTD), permitiendo el flujo de Ca**. Los receptores
no NMDA responsables de transmision excitatoria corta y rapida, activados por AMPA
(Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propidnico) y por KA (Kainato), permiten el
flujo de iones sodio (Na"), potasio (K') en sistema antiporte, y en menor proporcién el
calcio (Ca*"). A continuacion haré una descripcion breve de los diferentes ligandos para
comprender mejor los modelos estructurales de los receptores. (Mennerick S, Zorumski

Ch., 2001)
4.2.1. Consideraciones generales sobre las estructuras de los ligandos:

Como son receptores dependientes de ligando, ha sido de gran importancia la sintesis de
diferentes moléculas agonistas y antagonistas de interés académico y clinico, como blanco
para el disefio de drogas en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Como se
observa en la figura 2, la estructura de estos andlogos se basa en la presencia de un grupo
amino bésico y dos grupos acidos. EIl amino y uno de los 4cidos, preferiblemente en
posicion alfa y el otro dcido en omega, con una distancia relativamente constante entre los
dos (3,82A para NMDA, 4,361& para glutamato, 4,492\ para KA, 4,851& para AMPA) y

cierta flexibilidad conformacional, es decir, rotacion de enlaces en los dacidos y



movimientos de visagra alrededor del plano formado entre los grupos carboxilo. Los
receptores NMDA toleran analogos en configuracion D y cadenas de longitud mas corta
que los de AMPA y KA, el grupo amino sustituido encaja solo si el sustituyente es
pequeio y compacto, los sustituyentes muy voluminosos en esta posicion no interactian

con NMDA (Watkins, et al., 1990)

Los carboxilos sirven como donadores de protones y formadores de puentes de hidrogeno
con grupos amino de residuos como arginina y lisina. El grupo amino puede ser aceptor de
protones y facilitar también algun puente de hidrégeno. Estas caracteristicas se buscan para
disefiar agonistas como se aprecia en los sitios de union de las estructuras de NMDA,
AMPA y KA, pero para antagonistas se busca que presenten grupos donadores en
posiciones diferentes a alfa y omega mas distantes 0 mas cercanos como ocurre con
DNQX, que es antagonista de AMPA , o presentar solo grupos amino como el caso de

MK-801, antagonista de NMDA.

Una diferencia estructural entre los agonistas selectivos de NMDA y los no-NMDA es la
longitud de cadena entre los carboxilos. Los sitios de reconocimiento de grupos acidos
estan mas distantes en receptores AMPA que en NMDA (Watkins, et al.,1990). Los
antagonistas, aunque interactian en el mismo sitio del agonista, por su tamafio impiden el
cambio conformacional del receptor responsable de la actividad del agonista. (Dingledine,

R. etal., 1999).

Se ha visto en la comparacion de las estructuras, mediante el programa Spdbviewer, libres
e interactuando en el sitio de unidn, que los agonistas se caracterizan por presentar mayor
flexibilidad, ya que, debido a la interaccidn, se presentan desplazamientos de los grupos
carboxilo, acercandose uno a otro, rotaciones de enlaces carbono hidroxilo y movimientos
importantes de los grupos metileno en funcidn de interacciones hidrofobicas, en la figura 3
se observa la diferencia en las distancias entre grupos funcionales de algunos agonistas.
Para los antagonistas podria pensarse que su interaccion diferente se debe a la flexibilidad

limitada por la presencia de sustituyentes voluminosos como los anillos en DNQX



4.2.2 Conformacion de los receptores y modelos estructurales:

4.2.2.1 Receptores No- NMDA:

Cada una de las subunidades de estos receptores son codificadas por al menos seis familias
de genes, una para AMPA, dos para Kainato y tres para NMDA, con alguna similaridad en
las secuencias, lo que sugiere un origen comun de evolucion. (Dingledine, R. et al., 1999).
En la tabla 1 se muestran los receptores con cada una de las subunidades y el nombre de

los genes que las codifican.

Tabla No. 1. subunidades y genes de los
receptores de glutamato

Familia de Subunidades Genes

Receptores

AMPA GluR1 GRIALI
AMPA GluR2 GRIA2
AMPA GluR3 GRIA3
AMPA GluR4 GRIA4
Kainato GIluR5 GRIK1
Kainato GluR6 GRIK2
Kainato GluR7 GRIK3
Kainato KA-1 GRIK4
Kainato KA-2 GRIKS
NMDA NR1 GRIN1
NMDA NR2A GRIN2A
NMDA NR2B GRIN2B
NMDA NR2C GRIN2C
NMDA NR2D GRIN2D
NMDA NR3A GRIN3A

NMDA NR3B GRIN3B




Estos receptores son activados, ademés del agonista, por moduladores que en conjunto
permiten la apertura del canal. La permeabilidad a calcio, aunque es menor en AMPA y

Kainato que en NMDA, estd determinada por la subunidad presente en el ensamblaje.

Estas proteinas transmembranales son construidas como pentameros o tetrdmeros a partir
de diversas subunidades de proteina. Diferentes autores han realizado andlisis de mezclas
funcionales de subunidades nativas y mutantes con variable sensibilidad a bloqueadores y
por andlisis de velocidad de sedimentacion, entre otras, se han definido estructuras
pentaméricas, tetraméricas e incluso triméricas, como se representa en el esquema de la

figura No.4 (Dingledine, R. et al., 1999)

Esto significa que existen multiples subtipos de estos receptores con diferente composicion
de subunidades y ademéas, pueden coexistir en una misma neurona. Se ha encontrando que
receptores tipo AMPA con alta y baja permeabilidad al calcio se encuentran

simultdneamente en neuronas de ganglio retinal. (Dingledine, R. et al., 1999)

Estos receptores no presentan una estequiometria fija como los de Acetil colina del
musculo.  Para los receptores sensibles a NMDA, por experimentos de microscopia
electronica realizados por Lareo y colaboradores se han encontrado agrupaciones de tres,

cuatro y cinco subunidades lo que confirma la multifuncionalidad del receptor.

El modelo propuesto para cada subunidad se encuentra en la figura 4 y se basa en la
formacion de tres dominios transmembranales M1, M3, M4, una vuelta re-entrante entre
las regiones transmembranales uno y tres, M2, que se cree esta involucrada en la
formacion del poro; un amino terminal localizado en la parte extracelular y un carboxi

terminal en la parte intracelular. (Amstrong. N. et al., 1998).

Para los receptores no-NMDA, se ha encontrado una region extracelular entre la zona
amino — terminal y la primera hélice transmembranal denominada S1 que incluye

aproximadamente 150 residuos desde la region amino — terminal hasta el primer segmento



transmembranal y S2 que comprende una vuelta grande entre las hélices transmembranales
M3 y M4. Estas dos regiones forman el sitio de union del glutamato y los correspondientes
agonistas. Ha sido estudiado a partir del disefio de un constructo quimérico del receptor
GluR4 y GluR2, en el cual S1 y S2 fueron acopladas por un segmento sintético de 13
residuos con propiedades similares a las del receptor ensamblado en membrana, pero
hidrosoluble y relativamente facil de cristalizar, al cual llamaron dominio S1S2 iGluR. A
partir de este se han determinado estructuras de la forma apo o libre sin ligando y ligada
con agonistas como KA, AMPA, glutamato y el antagonista DNQX (Acido
quinoxalinedionico), con cddigos PDB, 1FWO0, 1FTM, 1FTJ, 1FTL respectivamente.
(Armstrong. N et al., 1998).

Su estructura se encuentra en un arreglo de dominios o/f en forma de un riién. Con
longitud de 59,15 A y un ancho de 29,9 A. Su forma bilobular con un 16bulo més grande
que otro unidos por dos hojas  permite un movimiento de bisagra, una vez se ha enlazado

el ligando como se aprecia en la figura 5.

En 1998 se sugirié que la union de diferentes agonistas puede resultar en grados variables
de cierre del dominio y efectivamente se confirm6 que para AMPA y Glutamato es mas

evidente el cierre de los l6bulos, con respecto a Kainato. (Armstrong. N., et al.,1998;2000)

Comparando las formas abierta y cerrada, con los diferentes ligandos, se encontraron los
valores de RMS que permiten observar qué tanto se desplaza la estructura con respecto a la

forma abierta.

La superposicion de la estructura ligada con DNQX, AMPA, Glutamato y apo. Permite ver
que el desplazamiento de los lobulos es mas pronunciado para Glutamato, un poco menos

para AMPA, y mucho menos para los otros.

Se comprende mejor si se observan los valores de RMS para glutamato 2.34 A, AMPA

2.47 A, kai 1.87 A y DNQX 0.9 A. El menor valor corresponde a DNQX con menor



capacidad para inducir movimiento, debido a que estabiliza la conformacion abierta por
interacciones antagonista — receptor. Forma un puente de hidrogeno entre T-174 del 16bulo
IT y el oxigeno del grupo nitro del anillo de DNQX, que en conformaciones cerradas con
agonistas se presenta formando interaccion con E-13 del 16bulo I estabilizando la forma

cerrada, como se indica en la figura 6. (Amstrong, N. Gouaoux E. et al., 2000)

Los grupos carboxilo de estas moléculas actian como aceptores de protones y los grupos
amino como donadores. Estas caracteristicas hacen que se presenten interacciones
especificas con grupos como el guanidinio de la Arginina, hidroxilo de treonina, serina y
estabilizaciones hidrofobicas facilitadas por anillos aromaticos. En la figura 7 aparecen
los residuos de aminoéacidos que interactian directamente con el kainato, AMPA, glutamato

y DNQX.

El potencial electrostatico de estos ligandos es altamente negativo y su carga neta es —1.
Estos efectos parecen ser compensados por la formaciéon de puentes de hidrogeno

especificos. (Amstrong, N., Gouaoux E. 2000).

Aunque los residuos de interaccion son comunes en agonistas y antagonistas se presentan
algunas variaciones que podrian explicar la diferencia en las afinidades de estos sustratos.

A continuacion se hace una comparacion de dichas variaciones.

El kainato aunque es agonista no induce mayor desplazamiento de los lobulos; el grupo
isoprenilo del kainato estd parcialmente expuesto al solvente y se proyecta por debajo de la
Y-61. La explicacion de que la union del kainato sea relativamente débil en GIuR2 es la
escasez de interacciones con este grupo isoprenilo. (Amstrong, N., et al.,1998) El amino
del anillo hace puente de hidrogeno con el carboxilato de E-193 y el oxigeno carbonilo de
P-89. E-13 enel l6bulo [T y T-174 del l6bulo I aportan a la estabilizacion del cierre de los
l6bulos por formacion de puente de hidrogeno entre si, como ya se observaba en la figura

6. La Y-61 que en la estructura con glutamato presenta interaccion con E-13, en esta



parece tener un significativa interaccion hidrofébica con el grupo metileno de kainato; por

tanto E-13 so6lo forma puente de hidrégeno con T-174.

El hidroxilo de S-142, contrario a lo que ocurre con glutamato, en el kainato hace una
rotacion para generar un puente de hidréogeno con R-96 en lugar de formarlo con E-193

observe la comparacion en la figura 8.

En la estructura ligada con AMPA se observa un comportamiento similar al de glutamato,
induce de igual manera el cierre de los 16bulos. Tanto con AMPA como con glutamato y
kainato la interaccion entre R-172, S-140 del lobulo I, y, K-60, G-62 del 16bulo II
favorece mucho mas el cierre de los 16bulos presentando un gran desplazamiento para
formar puentes de hidrogeno entre si, por el contrario, con DNQX no se presenta ninguna

interaccion, lo que explica el cierre poco significativo, en la figura 9 se observa el efecto.

La R-96 es conservada en todos los receptores de glutamato y cuando es mutada por lisina,
en GluR2 y GluR4, la union de AMPA queda eliminada, incluso la mutacion equivalente
en la subunidad NR2B del receptor sensible a NMDA elimina el flujo de corriente en

complejos del receptor. (Amstrong, N., Gouaoux E. 2000).

De acuerdo con esto han llamado al glutamato y a AMPA agonistas totales por que
permiten una mayor activacion del canal, en receptores sensibles a AMPA, si se piensa
que la nueva configuracion cerrada de la subunidad permite, de alguna manera, la apertura

del canal. (Amstrong, N., Gouaoux E. 2000)

A partir de estos analisis Amstrong desarrolld6 un modelo que aparece en la figura 10,
donde explica el mecanismo de union del ligando acoplado a la apertura del canal. En el
estado apo los dominios se encuentran abiertos, una vez interactia el glutamato mediante
sus grupos oa-amino y a-carbonilo con R-96, P-89, T-91, E-193, se induce el cierre
generando un reacomodamiento de las subunidades, lo cual promueve la activacion del

canal.



Asumiendo que estos receptores son tetraméricos, que el dominio de unidn al ligando S1S2
es dimérico y que el portal del poro se encuentra en la superficie extracelular, la union del
agonista induce un movimiento del dominio II, de tornillo hacia la derecha permitiendo la

apertura del canal. (Armstrong, N. Gouaoux E. 2000).

Estas son las caracteristicas fundamentales de los receptores no-NMDA para los que se han
realizado mayor numero de estudios y aunque su estructura completa no se conoce, existen
modelos que se han querido aplicar a los receptores NMDA; sin embargo algunos autores
prefieren postular otras hipdtesis frente a estos receptores mucho mas complejos y de

mayor tamano.

La siguiente es una descripcion general de lo que se conoce a cerca de los receptores

sensibles a NMDA.

4.2.2.2 Receptores NMDA:

El receptor de glutamato sensible a NMDA consiste de tres tipos de subunidades, hasta
ahora identificadas. La subunidad NR1 producida por el gen que lleva su nombre, el cual
produce por splicing ocho isoformas diferentes y funcionales con modificaciones en tres
sitios especificos: N1 (insercion de exon 5 en N — terminal), C1 (delecion de exon 21 en C
—terminal), C2" y C2 el uso de un sitio aceptor de splicing alternativo. En el exén 22 del C
—terminal. En células mamiferas esta subunidad necesita estar expresada con la NR2 para
dar receptores funcionales, aunque en oocitos de Xenopus se encuentran receptores

homoméricos de NR1 funcionales. (Cull-Candy S., Brickley S., 2001)

La NR2 esta conformada por cuatro tipos: A, B, C, y D con genes diferentes. Es funcional
solo en composiciones heteroméricas y las propiedades del receptor estdn fuertemente
influenciadas por el tipo de subunidad NR2 presente. Esta subunidad es moduladora de la

unidn del glutamato fundamentalmente NR2B.



Las NR3 se origina de dos familias génicas A y B, son funcionales solo cuando estan

coexpresadas con la NR1 y NR2, aun no es clara su funcion especifica.

Esto sugiere que el receptor funcional ha de ser un gran complejo pentamérico o
tetramérico que contiene por lo menos una NR1 y otras de NR2 o NR3. Se desconocen los
patrones de ensamblaje, el nimero y tipo de isoformas de NR1 y NR2 es elevado, incluso
pueden tener propiedades fisiologicas y farmacologicas distintas, una neurona puede

expresar un amplio rango de complejos con diferente funcionalidad.

Ademas de unir glutamato, requiere de un coagonista, la glicina, para su activacion y otras
moléculas presentes en el medio extracelular como los iones Mg que se unen a un sitio
localizado en lo profundo del canal, dependiendo del potencial de membrana y bloqueando
el flujo de iones Ca"" Este bloqueo se elimina por despolarizacion en el momento que

interactua el glutamato y se activa el canal. (Dingledine, et al., 1999)

Adicionalmente, cationes divalentes como Zn"", inhiben el receptor de manera dependiente
de voltaje, observandose una reduccion en la frecuencia de apertura y la disminucion en el
tiempo de duracion de la apertura del canal, e independiente de voltaje a bajas y altas
concentraciones generando frecuencias por debajo de las observadas. Este bloqueo parece
ser mucho mayor que el causado por Mg~ debido a que la permeacion del Zn'"" también es
mayor e involucra los mismos residuos de aminodcidos en el poro. También parece ser
dependiente de la composicion de subunidades basicamente la presencia de NR2; se ha
encontrado que receptores formados por NR2A son muy sensibles al Zn™" en el orden

nanomolar, 60 a 80% mas que otras composiciones. (Dingledine, et al., 1999)

La inhibicion también esta dada por la concentracion de protones en el medio extracelular,
se presenta en una reduccion en la frecuencia de apertura del canal independiente del

voltaje y del agonista més que en un cambio en la conductancia.

La interaccion de poliaminas endégenas y toxinas han sido de gran interés de estudio por

sus funciones terapéuticas e implicaciones neurofisiologicas. Las poliaminas toxinas



pueden causar inhibicién dependiente de voltaje, potenciacion dependiente de glicina,
potenciacion independiente de glicina y voltaje en receptores nativos y recombinantes. A
bajas concentraciones de glicina, las poliaminas pueden estimular el receptor méas que a
altas concentraciones. Ambas potenciaciones estan influenciadas por la presencia de la
subunidad NR2, aunque la potenciacion glicina dependiente ocurre en receptores con
NR2A y NR2B, Ia glicina independiente se observa con NR2B incorporada. La figura 11
representa un esquema de los sitios de union de moduladores y agonistas. (Dingledine, et

al., 1999)

Al igual que los otros receptores, se ha postulado el modelo de cuatro dominios
transmembranales M1, M2, M3 y M4; M2 es reentrante y hace parte de poro y el bloqueo
por Mg®". Se ha encontrado que mutaciones de residuos de asparagina por glutamina en
esta region de la subunidad NR1 y NR2 influyen en la permeabilidad a Ca”™ y el bloqueo
por Mg"". Encontrando que la N-614 en NR2B estd involucrada notablemente en el
bloqueo por magnesio. Se ha postulado que el calcio, a medida que ingresa por el poro,
acttia como bloqueador por tanto tendrd un sitio de unién también en el canal diferente al
de magnesio ya que el bloqueo por calcio no es dependiente de voltaje solo de la
concentracion de calcio extracelular. (Sharma, G., Stevens, Ch., 1996b, Jahr, C., Stevens,

Ch., 1993 )

El influjo de Ca’" a través del canal genera una sinapsis a largo plazo, a diferencia de
AMPA y KA que generan sinapsis de corto plazo. Ademds, controla la plasticidad
sinaptica en cerebro y generan puntos de vulnerabilidad patologica. Excesos de calcio
intracelular pueden ser toxicos en neuronas y una sobre estimulacion puede resultar en
exitotoxicidad y muerte celular que contribuye a condiciones severas de patologias como

epilepsia, isquemia, Alzheimer, entre otras.

Como ya se mencion6 anteriormente la distribucion de las subunidades es variable, incluso,
a través del mismo tejido. Los patrones de expresion del mRNA son consistentes con

receptores heteroméricos con una unidad comtin NR1 y varias NR2, y NR3. NRI1 es



expresada a altos niveles en muchas neuronas, mientras que NR2 muestra distintas

ubicaciones espacio-temporales durante el desarrollo hasta el cerebro adulto.

La topologia de las subunidades se basa en modelo similar para AMPA y KA, aunque
algunos autores, como Hollman creen en la presencia de cinco regiones transmembranales
que conservan el amino terminal en la parte extracelular y el carboxi terminal intracelular,
asi como la region del poro formada por la region M2, que no se comporta como vuelta.

Modelo que podria permitir mayores explicaciones de su funcion. (Seeburg, P.H. 1993.)

Asi como para el estudio de la estructura de los receptores AMPA y KA se realizé un
constructo quimérico para explicar la interaccion del agonista con la region extracelular;
para NMDA se ha utilizado como modelo el canal de potasio de Streptomyces lividans y
mediante alineamientos de estructura y mutaciones se ha definido el mecanismo de

interaccion del antagonista MK-801. (Bachurin et. al. 2001).

Este receptor también tiene relativa homologia de secuencia con las proteinas periplasmicas
que han servido como modelo para el estudio de los no- NMDA, razon por la cual, estas
pueden ser blanco para el disefio de un posible modelo de interaccion del receptor con
glutamato y agonistas. En el siguiente apartado haré una descripcion de la estructura de

estas proteinas.

4.3 Proteinas periplasmicas bacterianas:

La envoltura celular de las bacterias Gram-negativas es una estructura compleja formada
por una membrana externa, una delgada pared celular, un espacio periplasmico y la
membrana citoplasmatica. Esta envoltura facilita la comunicacion célula a célula y el
transporte de nutrientes para lo cual se encuentra el sistema de permeasas o transporte

periplasmico.

El sistema de transporte periplasmico bacterial transporta una amplia variedad de sustratos,

tales como: aminodcidos, péptidos, monosacaridos, oligosacaridos, iones inorganicos y



vitaminas. Consiste en una proteina de union al sustrato ubicada en la region periplasmica
que actiia como un receptor inicial y un complejo transmembranal que transloca el sustrato

desde el espacio periplasmico hasta el citoplasma.

Los sustratos se enlazan primero a las proteinas ligadoras con mayor afinidad que al
componente ensamblado en membrana. Luego de unir el sustrato correspondiente, estas
proteinas interactian con el complejo integral de membrana y se da la translocacion
acompafiada de la hidrdlisis de ATP o GTP por proteinas asociadas a membrana. (Byung-

Ha, Jayvardhan Padit, 1993.)

Se han determinado las estructuras cristalinas para ocho proteinas que ligan diferentes
sustratos, ABP (arabinosa), GBP (galactosa/glucosa), SBP, RBP, MBP (sulfato, ribosa y
maltosa), LAO (lisina, arginina, ornitina), LIVBP (leucina isoleucina, valina), con
constantes de disociacion del orden micromolar a nanomolar. A continuacion realizaré
una descripcion de la estructura de las ligadoras de aminoacidos, que para este trabajo, son

el modelo de interés.

La estructura observada muestra una sola cadena polipeptidica plegada en forma de dos
l6bulos conectados por dos o tres segmentos polipeptidicos cortos. La forma cristalizada
sin ligando se presenta en conformacion abierta y, en presencia de este, en conformacion
cerrada. Dichas observaciones permiten creer que el ligando induce un gran cambio
conformacional que finalmente es reconocido por el complejo transportador de membrana

(Byung-Ha, Jayvardhan Padit, 1993.).

En la tabla 2 aparece una descripcion de algunas caracteristicas de cada proteina. Han sido

extraidas de Echerictia Coli y Salmonella Typhimorium.

Algunas tienen dos cadenas y ambas interactian con un sustrato, otras una sola cadena. Las

cadenas individuales tienen pesos moleculares iguales.



Tabla No. 2. Propiedades de las proteinas periplasmicas bacterianas. *Corresponde al peso molecular
de cada una de las cadenas que conforman la proteina.

NOMBRE | Cod. PDB | Conformacion | Fuente | Cadenas | No. Aas| P. M. | Resol.
LAOBP | 2LAO Apo S. Thy. | E 238 26,010 | 1.9
LAO-Arg | 1LAF Arginina S. Thy. |E 238 26, 2.06
LAO-Orn | 1LAH Ornitina S. Thy. |E 238 26,010 | 2.06
LAO-Lys | 1LST Lisina S. Thy. |E 238 26,138 | 1.8
HBP 1HPB Histidina S. Thy. |P 238 26,379 | 2.5
HBP 1HSL Histidina E.Coli |A,B 238 * 26,141 |1.89
LIVBP 2LIV leucina E. Coli |- 346 36,967 | 2.4
LIVBP 2LBP Apo E. Coli |- 344 36,744 | 2.4
GBP 1GGG Apo E.Coli |A, B 238 * 24,933 |2.3
SanPs-trc. 1WDN Glutamina E. Coli |A 238 24,933 | 1.94

En la figura 12 aparece el plegamiento de los 16bulos que se considera es un motivo comun
en todas, caracterizado por un centro de hojas beta rodeadas de alfa hélices, descrito como

plegamiento de union a nucledtidos por Rossman en 1975. (Sack J., et al., 1989)

La ligadora de lisina, arginina y ornitina, con cddigo de PDB, 2LLAO, presenta el 70% de
identidad con la ligadora de histidina de la misma especie y utiliza el mismo complejo

integral de membrana (Byung-Ha, Jayvardhan Padit, 1993.).

El 16bulo mas grande consiste de los residuos 1-88 y 195-238 (16bulo I) y el otro, mas
pequefio del 93-185 (16bulo II), estan conectados por dos segmentos compuestos por los
residuos 89 al 92 y 186 al 194 que, se cree, facilitan el movimiento de los 16bulos, pero no

interactuan directamente con el sustrato.



Las interacciones entre el aminodcido y la proteina se caracterizan basicamente por la
presencia de puentes de hidrégeno facilitados por los grupos donadores y aceptores de
protones, principalmente, con residuos del lobulo I : D-11, R-77 con sus cadenas laterales;
Ser-70, 72, con sus grupos hidroxilo que estabilizan el alfa-amonio y carboxilo de la lisina.
Y-14, F-52 generan interaccion hidrofobica gracias a sus anillos aromaticos que rodean

entre ellos los grupos metileno del ligando.

Es de anotar que la mayor parte de las interacciones se dan con el 16bulo I lo que permite
deducir que probablemente sea suficiente, como estd reportado para la ligadora de leucina
2LIV y 2LBP que aparece abierta interactuando con el sustrato, sugiriendo que la funcioén

del 16bulo I sera asegurar la captura del sustrato. (Byung-Ha, Jayvardhan Padit, 1993.)

El movimiento de cierre es flexible gracias a las interacciones generadas que forman una
intricada red a través de puentes de hidrogeno incluyendo algunas moléculas de agua como

mediadores.

Contrario a lo que se esperaria, no se encuentra ningun tipo de interaccion, entre los
l6bulos, que estabilice, de alguna manera el cierre. Esto podria explicar porque no es
permanente. Byung-Ha y colaboradores han postulado un modelo de equilibrio dindmico
entre las conformaciones cerrada vacia, abierta vacia, cerrada con sustrato, abierta con
sustrato. Incluso este movimiento de cuerpo rigido se da en ausencia del ligando, es decir,
el ligando primero, se une al l6bulo I cuando la proteina esta abierta, luego el 16bulo I

ligado se acerca hacia el II formando las interacciones restantes.

Se ha sugerido que la union del ligando estd asociada al comportamiento cinético y al
tiempo de apertura, en ausencia del ligando, el movimiento de cierre bilobular debe ser mas
inestable y mayor que cuando se da en presencia de ligando. Igualmente, el equilibrio
entre las conformaciones ligada cerrada y ligada abierta no es tan grande gracias a que las
interacciones favorecen la conformacion cerrada, se presenta abierta probablemente debido

a que la barrera de energia de activacion entre las dos conformaciones es baja (Byung-Ha,



Jayvardhan Padit, 1993.). En la figura No. 13 se comparan las conformaciones ligada con
arginina a la izquierda y la libre que muestra el desplazamiento de la conformacion cerrada,
mas notable para los residuos del lobulo II. La T-121 forma puente de hidrogeno con alfa
carboxilo de la arginina y arrastra consigo el puente formado, desde la forma Apo, con L-
117 desplazando este residuo considerablemente ~ 8,84 A Y la Q-122 que en Apo no
interactiia con D-161, en la ligada forma puente de hidrogeno entre su amino lateral y el

alfa-carboxilo del D-161.

Otra estructura interesante de analizar es la ligadora de histidina con coédigo PDB 1hsl, de
plegamiento y conformacion bilobular como LAOBP, con un total de 238 residuos y un
peso molecular de 26,141. El lobulo I contiene los residuos del 1 al 8 y 195 al 238, el
l6bulo II del 98 al 135, conectados por dos cortos segmentos del 89 al 92 y 186 al 194.
Como era de esperarse por su alta identidad con LAO, el valor de RMS de la superposicion

del esqueleto carbonado de las dos estructuras es 0,62 A, (Byung-Ha et al., 1994)

Sus interacciones con la histidina son iguales, intervienen los mismos aminoécidos del
Lébulo T con la excepcion de la posicion 52 donde aparece una leucina, la cual forma
puente de hidrogeno con D-11, que contrario a LAO, no interacttia directamente con el
ligando, podria ser que la atraccion hidrofobica del anillo de la histidina sobre la leucina la
atrae hacia el D11 que tiende a conservar su interaccion con el alfa-amino de leucina o

también es probable que interactie por medio de una molécula de agua.

La arginina en LAO tiene cuatro grupos amino aceptores de protones que interactiian con
D-11, S-69-70; mientras que la histidina solo presenta un grupo amino que interactua con
Ser-70 y el alfa-carboxilo como aceptor que interactia con R-77, S-72 y T-121,
reemplazando algunas interacciones electrostaticas por hidrofobicas con L-117, el anillo
aromaticos de Y-14 y los grupos metil laterales de L-71, como aparece en la figura 14. Si
las interacciones son similares, la afinidad por un aminoécido determinado en cada proteina
parece depender de algunos residuos diferentes en las posiciones 18,52,120,190, 193.

Aunque solo la L-52 se relaciona directamente con le ligando, aparentemente no mejora la



interaccion con histidina en lugar de fenilalanina. En 1994 se sugirio que el cambio
conformacional ocurre a bajo pH donde la afinidad por la histidina es mayor, la cual
envuelve el movimiento del D-11 hacia el anillo imidazol protonado del ligando generando
un menor ajuste en su posicion resultando en una interaccién idnica energéticamente
favorable. En la estructura cristalizada no se aprecia claramente esta interaccion debido al
pH de obtencién de 9,5. (Byung-Ha,, et al.,1994). Esto podria explicar las bajas afinidades
de THSL por arginina y ornitina, que generarian interacciones hidrofobicas, mas débiles,
con L-52. Permitiendo concluir que el factor determinante de la afinidad, mas que el

tamafio de la molécula, sea la disponibilidad de fuertes interacciones ionicas.

Para el sistema permeasa de histidina se ha postulado un modelo del mecanismo que se
esquematiza en la figura 15, en donde la proteina peripldsmica sufre un cambio
conformacional cuando interactia con el ligando lo que le permite ser reconocida por un
complejo proteico integral de membrana denominado complejo QM, transportando el

ligando al interior de la célula con una consecuente hidrolisis de ATP.

Otro de los sistemas permeasa bien estudiado es el de glutamina, la proteina peripldsmica
mas pequeia de 226 residuos, peso molecular de 24,933 Da. y un porcentaje de identidad
con las otras de un 30%, lo cual no interfiere con el patron de interacciones comun en todas
las ligadoras de aminoacidos. Une L-glutamina en una proporcion molar 1:1, la glutamina
es encerrada totalmente por los dominios lobulares de la proteina lo cual es verificado por

la accesibilidad accesible al solvente de cero.

El grupo alfa-amino de glutamina es estabilizado por la interaccion idnicas y tipo puente de
hidrogeno con los residuos G-68, T70 y D-157, el alfa-carboxilo con T-70, R-75 y G-119.
El grupo amida de la cadena lateral interactia con D-10, A-67, K-115 y H-156. Las
interacciones hidrofobicas estan lideradas por F-13,50 que rodean los dos grupos metileno

del ligando, como se aprecia en la figura 16.



Adicionalmente interacciones intra-proteicas forman una red continua que estabiliza
suficientemente el cierre de los 16bulos. A-67 y G-68 en puente de hidréogeno con T-70,
¢éste as u vez, con D-157 por medio de una molécula de agua, y la K-115 que en
conformacién abierta se encuentra a 10A de del Aspl0, en la forma cerrada tienen puente
de hidrégeno, actuando como una puerta que encierra totalmente la glutamina. (Sun, Y., et

al., 1998) Este fendmeno no se presenta en las dos proteinas estudiadas anteriormente.

A diferencia de las anteriores la ligadora de lisina, isoleucina y valina LIVBP y la
especifica para leucina LBP con 80% de identidad entre si no se han cristalizado con
ligando y se postula un modelo de unién del sustrato en el dominio N-terminal en donde los
residuos Y-18, S-79, T-102, generan interacciones tipo puente de hidrogeno con los grupo
alfa-carboxilo y alfa-amino del sustrato y los residuos L-77, Al-100,101, F-276 estabilizan
los grupos metileno hidrofobicos de los ligandos. Como son aminoacidos hidrofobicos,

también las interacciones que definen la afinidad del sustrato son de caracter hidrofobico.

El receptor de aspartato de Salmonella Typhimorium es otro de estos sistemas de permeasa
que transporta el sustrato para dar inicio a un mecanismo de sefializacion intracelular
complejo.  El receptor consiste del dominio de unién a ligando, dos hélices
transmembranales y un dominio de sefializacion citoplasmatico, el cual, cumple una
importante funcién en vias de excitacion y adaptacion de quimiotaxis a través de
interacciones con algunas proteinas de sefalizacion citoplasmatica. El dominio de unién a

ligando es dimérico y compuesto de cuatro alfa-hélices como se observa en la figura 17.

Las dos cadenas se encuentran conectadas por puentes disulfuro y el sitio de unién del
ligando se encuentra a méas de 60A de la superficie de membrana ubicado en una interfase
entre dos alfa-hélices de una subunidad y una hélice de la otra, en un bolsillo altamente
cargado formado por tres argininas, R-73,69 de una cadena y 64 de la otra. (Milburn, M.,

et al., 1991)

Aunque, ni la estructura ni la secuencia, es similar a las periplasmicas, los tipos de

interacciones son parecidos, caracterizadas por predominio de estabilizaciones ionicas,



donador — aceptor facilitadas por argininas, puentes de hidrégeno aportados por S-68 y T-

154; y, las interacciones hidrofébicas entre el metileno del aspartato y F-150, Y-154.

Teniendo en cuenta estos andlisis estructurales y evaluando la relativa similaridad de
secuencia entre las regiones extracelulares de los receptores de glutamato y estas proteinas
se han realizado los correspondientes alineamientos de secuencia de las periplasmicas y la
subunidad NR2B del receptor NMDA, con el fin de identificar residuos de interaccion

comunes, que permitan realizar un modelo similar para este receptor.

4.4 Conceptos sobre Mecanica Molecular (MM)

Gracias al desarrollo de potentes computadoras y de programas que llevan a cabo calculos
teoricos, podemos disponer de representaciones graficas que nos muestran como son las
estructuras a nivel molecular que no alcanzamos a discernir con el mas potente de los

microscopios electronicos.

Estas representaciones y esquemas de modelos moleculares pueden completar nuestra
vision de la estructura de la materia, facilitando la vision estereoscopica de las moléculas,
observando de forma directa como se relacionan distintas partes de una estructura o
mostrando cOmo interaccionan y se complementan moléculas como proteinas y acidos
nucleicos o enzimas con sus sustratos. Sin embargo, un mal conocimiento de los principios
y modelos tedricos a partir de los cuales se generan estas estructuras teéricas nos podria
conducir a una interpretacion erronea de las mismas. Ademads, hay que recordar que
trabajamos con modelos que interpretan la realidad fisica, la cual no tiene por qué coincidir

con ellos.

Uno de los métodos de modelizacion molecular mas empleado para generar estos modelos
moleculares es la Mecanica Molecular (MM). Su fundamento consiste en expresiones
analiticas que expresan la energia total de un sistema en términos de interacciones

interatdmicas. Los diferentes pardmetros de la ecuacion se fijan previamente, partiendo de



estudios empiricos tipo resonancia magnética nuclear, analisis conformacional, difraccion
de electrones, etc. Después, mediante derivaciones sucesivas de la funcion de energia
potencial que define el sistema objeto de estudio se obtienen estructuras optimizadas

energéticamente (minimos de energia locales generalmente). (Machida, K., 1999)

La MM utiliza las leyes de la fisica clasica para predecir estructuras y propiedades

moleculares teniendo en cuenta tres aspectos fundamentales:

e Un campo de fuerza (FF del inglés force field) particular estd compuesto por un
conjunto de ecuaciones que definen como varia el potencial con la posicion de los
atomos en la molécula.

e Los atomos que definen las caracteristicas de un elemento en un contexto quimico
especifico son diferentes en funcion de su posicion en el entorno. Por ejemplo, el atomo
de carbono en un carbonilo es tratado de diferente forma al &tomo de carbono enlazado
a tres hidrogenos. Por tanto, el tipo de &tomo depende de su hibridizacion, carga y tipo
de atomos a los que se encuentra enlazado.

e Los parametros que ajustan las ecuaciones y tipos de d&tomos a los datos experimentales
estan definidos como constantes de fuerza, las cuales dan los valores utilizados en las
ecuaciones que relacionan las caracteristicas atdmicas con las componentes de energia y

los datos estructurales como longitudes y angulos de enlace. (Machida, K., 1999)

Existen muchos procedimientos para el analisis por mecanica molecular. Uno de los
modelos mas utilizados es el de Campos de Fuerza, los cuales definen las interacciones
entre todos los atomos dentro de la molécula. Asi, la Energia potencial total es la resultante

de sumar todas las funciones de Energia potencial de los distintos 4&tomos en la ecuacion 1.

Etotal = Eenlaces + Ea’mgulos + Edihedros +E Van der Waals + Eelectrostéticas + Eenlaces de hidrégeno

Ec. 1



Aunque no se tienen en cuenta de manera explicita los electrones, los calculos se basan en
la interaccion electron — nacleo y los efectos de los electrones se encuentran implicitos en

las ecuaciones.

La energia de los enlaces esta dada por la ecuacion 2.

*“Iﬁ.'l'l Ec.2

e € 14 corresponde al factor para interacciones 1-4. Este es cero para 1-2 y 1-3, ¢
igual a 1 para otras.

e Cesiguala 231 x 10" Jnm, g es la carga del atomo i, g; la carga del atomo ],
€ 14 es la constante dieléctrica especificad en los parametros del modelo definido.

Py =5 =

o , representan el vector distancia entre el atomo i y j

Para la energia de Van Der Walls se tiene la ecuacion 3

B A__ B_
N T N T Ec.3

Fooa

Donde

e A = constante
e B =constante

|5

. = distancia entre los atomos i y |



Byona = k(|R] = ro)? Ec. 4

Donde
e k= constante de resorte para el enlace dado.

Il

. = distancia entre los atomos iy |

e Iy = distancia de reposo del enlace dado

Los angulos descritos entre tres atomos. Los enlaces entre estos &tomos se modelan como

resortes armonicos y la energia estaria dada por la ecuacion 5.

Bangle = kg(# — t)* + Bwn (il — 1‘°"l|'l!-]g Ec. 5

Donde

. = constante de fuerza para el enlace dado.
o 8= angulo calculado entre el vector que conecta los atomo i y j y el vector que

conecta los atomos Ky j. El angulo se calcula por la ecuacion 6.

.ﬂ =m-l (M)

17517l Ec.6
. = angulo en reposo
. = constante de Urey-Bradley que por defecto es cero

ol
. = distancia en reposo



Los angulos dihédricos se modelan a partir de la interaccion de cuatro atomos
enlazados. Se modelan por un resorte angular entre los planos formados por los

primeros 3 dtomos. Su energia esta dada por las ecuaciones 7 y 8.

Eap = (1 +oos(né+8)) .0 , Ec.7

, ma
B = Mo —8)° it 0 where Ec.8

e k = constante de fuerza .

= angulo calculado entre el plano formado por los atomos i, j, y kK y el plano

formado por los atomos j, k, y |

n = periodicidad del enlace especificado

e &=desviacion de la fase especificada en los parametros.

Existen distintos campos de fuerza dependiendo de las funciones de Energia potencial
(denominadas pardmetros del campo) que se incluyen dentro de la ecuacion determinada.
Unos campos definen o examinan mejor pequefias moléculas orgénicas, mientras que otros
estan mas preparados para proteinas y otros biopolimeros. El campo de fuerza utilizado es
la base de la minimizacion energética mediante Mecanica Molecular, todo pardmetro que
no esté incluido en la ecuacion no serd tomado en cuenta para el célculo, por tanto, una
misma molécula minimizada con dos campos distintos dard una conformacion final distinta.

Los programas utilizados en este trabajo se basan en este modelo.

Las minimizaciones de energia hacen referencia a la energia potencial de la estructura
teniendo en cuenta sus coordenadas, la sumatoria de sus fuerzas de enlace €
intermoleculares en un estado estacionario con base en la premisa de que los atomos son
particulas puntuales y con carga, las cuales interactuan de acuerdo con la distancia que las

separa.



Como es motivo del trabajo evaluar las interacciones intermoleculares es conveniente hacer

una revision general de estos conceptos.

4.5 Fuerzas intermoleculares:

Las fuerzas entre particulas cargadas o atomos pueden ser de atraccion y repulsion, y,
dependen de la distancia entre las moléculas. Se clasifican de dos tipos: De corto alcance,
aquellas cuya energia disminuye exponencialmente con el incremento de la distancia y son
lo suficientemente fuertes como para formar los enlaces caracteristicos de las moléculas.
Las de largo alcance que se relacionan inversamente a la distancia, menos fuertes y

determinan las interacciones entre las moléculas, estas son el interés de este trabajo.

Se clasifican, a su vez, en electrostaticas, induccion y dispersion. Las primeras se estudian
como la interaccion entre la distribucion de cargas estaticas de dos moléculas, son aditivas,
es decir, puede ser la sumatoria de todas las fuerzas entre la distribucioén de cargas entre una
molécula dada y las moléculas de los alrededores. Dentro de estas encontramos los puentes
de hidrégeno y puentes salinos muy fuertes y determinan la mayoria de las interacciones

ligando — receptor.

Las de induccién surgen a partir de la distorsion de las cargas de una molécula en un campo
eléctrico generado por su alrededores, son atractivas y no aditivas ya que los campos de

algunas de las moléculas vecinas pueden reforzarse o cancelarse.

Las de dispersion dependen de las fluctuaciones de distribucion de carga de las moléculas
a medida que los electrones se mueven y este movimiento llega a correlacionarse de tal

manera que las configuraciones de baja energia son favorables y las de alta desfavorables.

Estas retinen las llamadas fuerzas de Van Der Walls, London e hidrofébicas que en
segundo lugar también son importantes en la afinidad de un sustrato en un sitio de

interaccion. (Stone, A., 1997)



4.6 Conceptos generales sobre los programas utilizados

4.6.1 Programas para el alineamientos de secuencias. www.expasy.ch

Los alineamientos son una metodologia de busquedas en bases de datos o comparacion
entre secuencias ya conocidas. El principal problema en la comparacion de secuencias
consiste en encontrar todas las zonas de similaridad significativas entre dos o mas
secuencias y determinar que es significativo cuando se habla de secuencias biologicas. Para
cubrir la mayoria de las necesidades hay varios enfoques y distintos programas que se
pueden utilizar. La sensibilidad de lo distintos programas a la hora de realizar la busqueda
de secuencias en las bases de datos dependen del algoritmo empleado. Estos algoritmos
generan matrices estadisticas que permiten alinear la secuencia problema con otras
parecidas. Las matrices mas simples sacrifican cierto grado de significacion en la
comparacion a cambio de una mayor velocidad. Por tanto la velocidad y sensibilidad de la
busqueda va a depender de la complejidad del algoritmo empleado y de la matriz que

genere.

Muchos programas permiten seleccionar diferentes matrices, pero es recomendable utilizar
la que por defecto nos indica el programa que vamos a utilizar. En este caso donde el
interés es comparar dos secuencias es recomendable la matriz BLOSUM 62 que viene por
defecto en el programa y es capaz de reconocer sustituciones conservadas como por
ejemplo lisina por arginina, las cuales se indican con un punto entre las secuencias y con

dos puntos entre los residuos idénticos, ademas de un porcentaje que indica la similaridad.

Si el interés es comparar multiples secuencias ClustalW permite alinear la totalidad de las
secuencias sin generar espacios vacios o gaps , identificando los residuos idénticos y
similares y dando un porcentaje de similaridad que permite predecir que tan diferentes son

las secuencias.



Si lo que se busca es segmentos de homologia entre dos secuencias LALING permite
comparar dos secuencias y determina regiones de homologia con valores de porcentaje de

similaridad para cada region.

4.6.2 Spdb-viewer. www.ncbi.nlm.nih.gov

Es una aplicacién que convierte las coordenadas del PDB en estructuras tridimensionales
que indican los atomos y los enlaces entre ellos. Presenta una interfase interactiva que
permite visualizar las moléculas en diferentes formas de representacion de su estructura
secundaria y terciaria. Las proteinas pueden ser superimpuestas para realizar alineamientos
estructurales, comparar sitios activos, determinar variaciones entre dos conformaciones
diferentes, realizar mutaciones de residuos de aminoacidos calcular puentes de hidrogeno,
potencial electrostatico y realizar minimizaciones de energia en estructuras redisefiadas,

entre otras funciones.

El programa estd fundamentado en los principios de la mecénica molecular para la
realizacion de todas sus funciones. Fue desarrollado por el Centro de investigaciones de la

Glaxo Welcome en Génova, Italia. (Gueex, N, 1997)

4.6.3 GRAMM (Global Range Molecular Matching) version 1,03.
Reco3.ams.sunysb.edu/gramm/

Este programa permite predecir la estructura de un complejo de interaccion entre dos
proteinas, dos hélices transmembranales, una proteina y un ligando, entre otras. Desarrolla
una busqueda a través de rotaciones y traslaciones de las moléculas y localiza un area de

minimo global de energia intermolecular para las estructuras en diferentes posiciones.

El programa realiza calculos de alta resolucion que miden las distancias geométricas entre
todos los atomos estudiados con significativo gasto de tiempo de maquina, y, de baja

resolucion, cuando los calculos son entre estructuras mas generales o superficiales, en este



caso es mucho mas rapido que el anterior Estos parametros son susceptibles de modificar

para cada caso.

La geometria molecular se basa en la estructura tridimensional de las moléculas y, en
muchos complejos proteicos, revela un solapamiento entre las superficies moleculares,
determinando la naturaleza de interacciones especificas en el complejo. Este fundamento
es utilizado en el algoritmo de este programa, el cual se basa en una proximidad geométrica

que permite identificar una superficie molecular complementaria.

El algoritmo se basa en una representacion digital de las moléculas derivadas de las
coordenadas atdmicas, para el calculo de un funcidon de correlacion dada por las posiciones
de los atomos en una malla tridimensional. Solo se tendrdn en cuenta las posiciones
superficiales de cada molécula que puedan entrar en contacto, entre las moléculas
interactuantes. Las funciones discretas, siendo a y b las dos moléculas, estan representadas

por:

Qi mn = 1 dentro de la molécula; 0 fuera de la molécula

bimn = 1 dentro de la molécula; 0 fuera de la molécula

Los subindices 1,m,n son los indices de las posiciones en la malla y pueden tomar valores
desde 1 hasta N. Algin punto en la malla es considerado dentro de la molécula si hay, el
menos, un nucleo atdmico en una distancia r de otro; r es el radio atdmico de Van Der
Waals. Para distinguir posiciones después del acoplamiento de las moléculas resulta otra

funcion dada por:

Aimn= 1 en la superficie de la molécula; p dentro de la molécula y 0 fuera

,bl,m,n = 1 en la superficie de la molécula; & dentro de la molécula y 0 fuera



Esta funcion determina las areas superficiales y la superficie es definida como una capa
finita limitante entre el interior y el exterior de la molécula. Los parametros py o

describen el valor de los puntos dentro de las moléculas.

El acoplamiento de las moléculas esta determinado por la funcién final de correlacion entre

las funciones discretas 4 y ‘b definida como:

N N N
capy=2 X X almn*blta, m+f,nty
I=1 m=1 n=1

Donde a, By y son el nimero de pasos de la malla por los cuales, la molécula b es
acoplada a la molécula a en cada dimension. Si no hay contacto entre las dos moléculas el
valor de la funcién de correlacion es cero, si hay contacto entre las superficies, el valor es

positivo. (Katchalski, E., et al., 1992)

De esta manera el programa consume una gran cantidad de tiempo de calculo y arroja

modelos en las probables posiciones.



5. MATERIALES Y METODOS

En este trabajo los materiales corresponden a las coordenadas geométricas de las proteinas
a estudiar obtenidas de la base de datos Protein Data Bank (PDB) , un computador PC,
IBM Aptiva , modelo 2153EI1L.

Los métodos utilizados son los programas de alineamiento de secuencias ClustalW y
LALING disponibles en Internet, (www.expasy.ch) el programa Spdviewer version 3,7b
para el analisis estructural y de interacciones, y, Gramm version 1,03 para la realizacion de

los “docking” o simulacion del sitio y tipo de interaccion ligando — receptor.

A continuacion se hace una descripcion de los métodos utilizados en cada etapa del trabajo.

5.1 Obtencion de coordenadas de las proteinas del PDB (Protein Data Bank).

El Protein Data Bank, PDB, es la base de datos de coordenadas de proteinas con estructura
resuelta por difraccion de rayos X y Resonancia magnética nuclear. Las estructuras

utilizadas para este trabajo todas fueron resueltas por rayos X.

Para la realizacion de los andlisis de los sitios de interaccion y sus respectivos ligandos se
obtuvieron las coordenadas de las proteinas periplasmicas bacterianas, LAOBP (ligadora de
lisina, arginina y ornitina) en la forma apo y con cada uno de los sustratos, LIVBP (ligadora
de leucina, isoleucina, valina), QBP (de glutamina), HBP (de histidina) y DBP (de
aspartato). Igualmente para el dominio, S1S2 del receptor de glutamato GluR2, apo y con
los agonistas AMPA, KA, glutamato y antagonista DNQX como modelos de comparacion

en la tabla 3 se indican los codigos de las proteinas estudiadas.



Tabla No. 3. Cédigos de proteinas estudiadas

NOMBRE CODIGO}JSUSTRATO

Lisina

Arginina

Ornitina
LIVBP - APO -
HBP Histidina
QBP - APO -

- Glutamina

Asp-BP Aspartato

IGIuR2 - APO -

Glutamato

5.2 Estudio de los residuos de interaccion con los ligandos.

Una vez obtenidas las coordenadas de las proteinas de interés se procede al analisis de sus

estructuras mediante el programa Spdb-viewer.

Para cada estructura se realizé la revision y la identificacion de los aminoacidos que
interactuan con el sustrato determinado, incluso el tipo de interaccidn a partir de la medida
de distancias entre grupos funcionales y la definicion de los puentes de hidrogeno

presentes. Se compararon los cambios conformacionales entre la estructura apo y la ligada



y el movimiento de los residuos lo que indica la diferencia estructural y espacial entre las

formas apo y ligadas.

5.3 Alineamiento de secuencias.

Al mismo tiempo se obtuvieron las secuencias correspondientes a las estructuras
analizadas de PDB. Se obtuvieron del banco de secuencias del NCBI (National Center of

Bioinformatic), las periplasmicas, constructo quimérico de iGluRs, y NR2B .

Se realizo un alincamiento de las secuencias NR2B de rata (Ratus norvegicus) con codigo
GI-548672, ratobn (Mus musculus) coédigo GI- 20834664 y humano (Homo sapiens), codigo
GI- 14548162; con el fin de seleccionar solamente una, que pudiera ser modelo de las otras
secuencias. Se escogid la de rata, que hasta el momento ha sido la mas estudiada y su

diferencia con respecto a las otras no es tan significativa.

Adicionalmente se alinearon las secuencias de la subunidad NR2B del receptor en rata,
contra 2LAO, 1GGG y 1VLT, ligadoras de aminoacidos en bacterias; para encontrar
regiones de homologia que permitieran predecir sitios de interaccion en zonas

extracelulares.

Los alineamientos de las NR2B se realizaron con el programa ClustalW bajo los
parametros de la matriz BLOSUM 62 y bajas penalizaciones en gaps  El alineamiento de
cada una de las secuencias de las periplasmicas y NR2B con el programa LALING, a partir
del cual se obtienen regiones de alta homologia con su correspondiente valor en porcentaje
de identidad, lo cual permite un mayor acercamiento al modelo estructural del receptor. El

programa utiliza por defecto la matriz BLOSUM 62.



5.4 Disefio del modelo de la region de interaccion con agonistas para NR2B.

Una vez hechos los alineamientos y definidas las regiones transmembranales previamente
resueltas con programas de prediccion por L. Lareo, se realizaron las mutaciones de los
residuos en las proteinas molde, 1GGG y 2LAO, con estructura, por los residuos
encontrados en NR2B en zonas extracelulares, mediante el programa Spdb-viewer. Con
IVLT no se prosiguié porque el alineamiento resultd en una region intracelular de la
secuencia NR2B. A cada una de la proteinas mutadas se le realiz6 la minimizacion de

energia hasta obtener el minimo que corresponderia a la estructura mas estable.

Con las nuevas estructuras obtenidas se procede a realizar el docking contra el glutamato y
el NMDA. Se llevé a cabo con el programa GRAMM (Global Range Molecular Matching)

version 1,03.

El docking, corresponde a la simulacién de la interaccion de dos moléculas, permitid
predecir las posibles interacciones y sitios de union del ligando con la region extracelular
disefiada por mutacion a partir del alineamiento de secuencias. Una vez obtenidos los
modelos del programa GRAMM se realizd minimizacion de energia y el analisis de las

interacciones con los ligandos con el programa Spdb-viewer.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Comparacion de los residuos de interaccion con ligando en proteinas periplasmicas y

S1S2 de GluR2.

Los residuos de interaccion en la ligadora de lisina, arginina y ornitina, con cada uno de
estos sustratos identificada con el codigo PDB, 1LAF,1LAH y 1LST respectivamente, la
ligadora de histidina, 1HSL, de aspartato, 1VLT, y de glutamina 1WDN, se presentan en la
tabla 4 indicando los residuos comunes con las estructuras de GluR2 ligada a glutamato .

Tabla No.4. Residuos de aminoacidos que interacttan con los ligandos en cada
estructura de proteinas periplasmicas y GluR2. Aparecen en negrilla los residuos

comunes

1WDN(GIn) | 1VLT (Asp) | 1HSL(Hys) | 1LST(Lys) | 1LAF(Arg) | 1LAG(Hys) | 1LAH(Orn) iGluR2
D10 R64 D11 D11 D11 D11 D11 E13
P13 S68 Y14 Y14 Y14 Y14 Y14 Y61

P50 Y149 L52 P52 P52 P52 P52 P89

AG7 P150 S69 S69 S69 S69 S69 T91
G68 A151 S70 S70 S70 S70 S70 R96
T70 Q152 L71 L71 L71 L71 L71 L138
R75 T154 S72 S72 S72 S72 S72 S142
K115 R69 R77 R77 R77 R77 R77 T143
T118 R73 L117 L117 L117 L117 L117 T174
G119 S120 S120 S120 S120 S120 E193
D122 T121 T121 T121 T121 T121 M196
Q122 Q122 Q122 Q122 Q122 Y220

D161 D161 D161 D161 D161

Aunque la similaridad de secuencia entre las pariplasmicas y el constructo S1S2 de GluR2

es relativamente bajo, las interaccciones pueden ser comparables con las del receptor.

De acuerdo con las comparaciones realizadas, mediante el programa Spdb-viewer, se
identificaron residuos comunes entre los dos tipos de proteinas, como la R-77 en
periplasmicas que es uno de los residuos importantes ya que forma dos puentes de
hidrégeno entre su grupo amino lateral y el alfa carboxilo del sustrato, también estd
presente en SI1S2 como R-96 formando puentes de hidrogeno con el alfa carboxilo de

glutamato, AMPA y kainato, con DNQX interactiia con los grupos ceto del anillo en



posicion 1 y 2. Ademads de la arginina, el carboxilo del sustrato, es estabilizado por T-121
y S-72, en periplasmicas y sus andlogos en el receptor, T-91 y S-142, a excepcion de
DNQX donde la S-142 esta tan alejada que no facilita la interaccion; cabe recordar que éste
es un antagonista y no induce suficientemente el cierre de los lobulos como se aprecia en la

figura 18.

El alfa amino del ligando en las periplasmicas es estabilizado por puentes de hidrogeno con
el alfa carboxilo de S-70, el hidroxilo de S-72 y el grupo carboxilo lateral de D-161. Por
su parte el alfa amino del glutamato y de AMPA se estabiliza con alfa carboxilo de T-91,
que puede ser andlogo de la S-70 y el grupo carboxilo lateral de E-193 anéalogo a D-161.
En el receptor no existe otra serina pero si la P-89 que con su alfa carboxilo forma el otro
puente. El alfa amino de kainato hace parte del anillo imidazol y hace que solo pueda

formar dos puentes con P-89 y E-193 como se observa en figura 19.

Los grupos laterales son diferentes, mientras la lisina, ariginina y ornitina tienen grupos
amino laterales; el glutamato y agonistas tienen grupos carboxilo y el DNQX dos grupos

nitro, lo que hace que los residuos interactuantes sean diferentes.

De todas maneras la parte comun entre los sustratos es el alfa amino y carboxilo que es de
esperar que interactiien con un mecanismo similar entre donadores y aceptores de protones
formando puentes de hidrégeno y otras interacciones electrostaticas mas débiles. Los
grupos metilenos, no polares, de los sustratos también facilitan la fijacion por interacciones
hidrofobicas con residuos aromaticos o de cadenas hidrofobicas. En las peripldsmicas se
encuentran la F-52 y Y-14 rodeando tres grupos metileno y L-71,117 , esta ultima leucina
se desplaza 7,03 A debido no solo al ligando, sino a la accion de arrastre ejercida por la T-
121 y D-161 que, al hacer puentes de hidrogeno con el sustrato, modifica sus interacciones
con Q-122 y S-120. Q-122 cambia su interaccion con S-120 por D-161 en una rotacion del
carbono amida lateral, S-120 genera una nueva con el hidroxilo lateral y alfa-carboxilo de

L-117, induciendo el significativo desplazamiento final de este aminoacido hidrofébico.



En contraste, en GluR2 la L-138 andlogo a L-117 se desplaza solo lo suficiente debido a la

atraccion hidrofobica como se aprecia en las figuras 20 y 21.

La suma de todos estos movimientos y rotaciones de enlaces en toda la proteina generan
finalmente, un alto consumo energético variando su energia potencial y presentando la

conformacién necesaria para producir la apertura del canal.

Ademads, no solo los residuos del receptor sufren modificaciones, el sustrato también
debera buscar la conformacion mas estable y de mayor interaccion con el receptor. De ahi
que estos sustratos sean flexibles, aunque AMPA y DNQX no varian demasiado. En la
figura 22 se aprecia, el cambio estructural y entre menos sustituyentes voluminosos, como

anillos, la estructura en mas flexible.

Fundamentalmente, los movimientos se reflejan en rotaciones debidas a las interacciones de
los grupos acido y amino o nitro en DNQX. En la figura 22 se muestra como el glutamato
y AMPA, por ejemplo, tienen una variaciéon en cuanto a la distancia entre los grupos
carboxilo los cuales se acercan, aproximadamente 0,2 A, en la interacciéon con el receptor
facilitando la formacion de los puentes de hidrogeno y el desplazamiento del metileno beta

hacia el anillo aromatico de Y-61.

Aunque la similaridad entre periplasmicas y el receptor en la subunidad S1S2 no es
elevada, los residuos que fijan el sustrato son comunes como la R-96, S-142, T-91, L-138,
D-61, anélogos en el receptor. De ahi que en los alineamientos con NR2B se busque
encontrar no solo regiones homologas sino que existan aminodcidos similares que permitan
el patron de interacciones hasta ahora definidos en terminos de interacciones electrostaticas

tipo puentes de hidrogeno y algunas de caracter hidrofobico.



Figura No. 18. Interacciones de alfa carboxilos. a)Arginina en 1LAF, b) Kainato, c)
glutamato y d) DNQX.



Figura No. 19. Interacciones de alfa amino. a)Arginina, b)
glutamato, ¢) Kainato



|

Figura No. 20. Interacciones hidrofébicas. a)Arginina, b) glutamato, c) Kainato,
Y AMPA
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Figura No. 21. Desplazamiento de L- 138. a) Ligadora de arginina, en rojo, la estructura de la
proteina libre, en amarillo, el desplazameinto b) GIuR, SiS2 con glutamato, en amarillo libre, en
colores por atomos el desplazamiento.



Figura No. 22. Flexibilidad de ligandos. Interactuando y
libres. a) glutamato b) kainato c) AMPA d) DNQX



6.2 Alineamiento de secuencias.

En el anexo 1 y 2 aparecen los alineamientos entre 2lao, 1ggg y la subunidad NR2B
indicando las regiones de mayor homologia con sus correspondientes porcentajes. En el
anexo 3, el alineamiento de las secuencias de la subunidad NR2B de las diferentes
especies, rata (ratus norvegicus), raton (mouse), y humano (homo-sapiens) donde se
encontrd que presentan una similaridad del orden del 95%; por lo cual se trabajo con la
secuencia de rata, que salvo algunos residuos diferentes, puede ser utilizada para generar
un modelo bastante aproximado al funcionamiento humano y los desarrollos
experimentales pueden corroborarse mas facilmente. En el anexo 4 aparece el alineamiento
de las subunidades A, B, C y D, el cual presenta mayor diferencia en algunas regiones,
aunque, en el fragmento extracelular identificado de interaccion con el ligando se presenta

bastante similaridad como se observa coloreado en el anexo.

Del alineamiento de las periplasmicas 2LAO y 1GGG con NR2B se encontr6 similaridad
en promedio del 25 al 35 % . En la tabla 5 se muestran los procentajes de similaridad. Para
I VLT el procentaje fue mucho menor, de 5,39% y la totalidad de la secuencia fue alineada

en la region intracelular por lo cual no se continud el estudio con esta proteina.

Tabla No 5. Secuencias homélogas

en NR2B

ABP | Sec.NR2B %de identidad

2lao 721 - 792 28,20
490 - 548 16,90
716 - 737 43,50

1ggg (494 - 545 32,70
614 - 797 25,90
261 - 283 47,80

6.3 Disefo del modelo estructural.

De los alineamientos realizados y con base en el modelo reportado por Seeburg de la

existencia de cinco regiones transmembranales, el amino terminal extracelular y el carboxi



intracelular, se buscaba encontrar en los alineamientos de secuencias homologia en zonas

extracelulares para predecir la interaccion de los agonistas.

Los resultados de los alineamientos mostraron claramente tres regiones de homologia: En
2LAO, una con 43.5%, pequefia ubicada entre las regiones transmembranales TM4 y TM5
otra con 28,2%, también entre las zonas transmembranales y la region amino terminal con

16.9%.

1GGG presenta una pequenia con 47,8% en la zona muy externa del amino terminal, razoén
por la cual no se utilizé como molde, otra, mas cerca al limite membranal, con 32.7% y

entre las regiones transmembranales TM4 y TMS un fragmento con 25.9%.

De las dos, 1GGG present6 cualidades para ser seleccionada como molde, ya que presenta
dos regiones de tamafios significativos y con porcentajes superiores a 2LAO,
adicionalmente su ligando, la glutamina, presenta estructura similar al glutamato solo varia
el grupo carboxilato en el glutamato por un grupo amida en la glutamina, lo que permite

pensar que los patrones de interaccion con el receptor sean muy parecidos.

Los dos fragmentos de 1GGG fueron mutadas por los correspondientes residuos de NR2B.
Para la regién amino terminal se tomo como molde el fragmento con 32,7% de identidad y
para la zona entre las regiones transmembranales TM4 y TMS5 , el fragmento con 25,9% de
identidad. En la figura 33 aparece la secuencia de la subunidad NR2B de rata indicando las
regiones transmembranales y extracelulares de interés. En verde se indica la region

estracelular homoéloga con 1GGG.

Los dos fragmentos seleccionados fueron apareados por ““docking” con glutamato y
NMDA. Cada uno arrojo de tres a cuatro modelos diferentes, de los cuales se
seleccionaron los que mostraban la interaccion del ligando mdas aproximada al

comportamiento observado en GIuR2 y periplasmicas previamente estudiadas.



6.3.1 Modelo para la region amino terminal.

De los resultados obtenidos para la region amino terminal y a partir del docking con
glutamato y NMDA, se obtuvieron los siguientes modelos escogidos de acuerdo con el tipo
de interacciones que determinaran afinidad segin el comportamiento evaluado en otras

proteinas.

6.3.1.1 “Docking” con glutamato.

Para el glutamato se obtienen cuatro modelos de interaccion en dos cavidades diferentes,
una cerca de una hélice pequefia que se llamara hélice I, y otra entre las dos hélices, cerca
de la hélice II. Las uniones estan mediadas por interacciones de cardcter electrostatico
facilitadas por los grupos carboxilo lateral, o-amino y a-carboxilo. En la figura No 23 se
observa el primer modelo. El glutamato interactia en un bolsillo mediante interacciones
electrostaticas entre su carboxilo lateral y el amino lateral de R-519 observandose por el
solapamiento de las superficies de Van Der Walls, el a-animo hace puente de hidrogeno
con el hidroxilo de S-520 y la cadena lateral de L-513 favorecen su estabilidad por
hidrofobicidad. El a-carboxilo queda expuesto fuera del bolsillo lo que podria indicar

uniones mediadas por moléculas de agua.

En el segundo modelo, el glutamato interactiia en el mismo sitio, pero el grupo o-amino
estd expuesto al exterior. Esto hace que el hidroxilo de S-520 se desplace 0,76 A con
respecto a su posicion en el modelo 1 y, por lo tanto, no presente interaccion alguna. R-
519 presenta mayor interacciéon que en el modelo anterior, formando puente de hidrogeno
con el carboxilo lateral del glutamato y el a-carboxilo, ahora, forma puente de hidrogeno
con el amino lateral de N-516, las interacciones hidrofobicas con la leucina son las

mismas, como se observa en figura 24.

En el tercer modelo, el glutamato se une mas externamente del bolsillo entre las dos

hélices, aunque la hélice II es la que determina la unién, como se observa en la figura



No.25. La N-495 presenta un puente de hidrégeno entre su amino lateral y el a-carboxilo
del glutamato, el a-amino interactua formando dos puentes de hidrogeno con los carbonilos
de W-494 y N-495 en el esqueleto carbonado y el W-494, ademas, favorece la interaccion
de caracter hidrofébico. El carboxilo lateral queda expuesto hacia la hélice I interactuando
muy débilmente con R-519. Este mecanismo permite suponer que existe un movimiento
pequefio del esqueleto carbonado facilitado, a su vez, por el puente de hidrégeno del amino

con asparagina en este sitio.

En el cuarto modelo, el glutamato se ubica mucho mas externamente hacia la hélice II,
similar al modelo anterior, pero se ha desplazado aproximadamente 3A. Esto hace que no
presente interaccion hidrofobica significativa con W-494. El carbonilo de N-495 contintia
formando puente de hidrégeno con el a-amino del glutamato y su a-carboxilo forma
puente con el amino de G-498 en el esqueleto carbonado. El carboxilo lateral queda

expuesto hacia el exterior como se observa en la figura No. 26.

De acuerdo con estas observaciones el modelo que mas se aproxima a una estructura
estable es el segundo, ya que el glutamato se encuentra formando dos puentes de puentes de
hidrégeno con cadenas laterales de los residuos R-519 y N-516, ademas de otras
interacciones de cardcter electrostitico determinadas por el esqueleto carbonado y las
hidrofébicas con L-513. En los otros modelos las interacciones estan menos definidas, ya
que se encuentran determinadas solo por interacciones con la cadena carbonada e
hidrofobicas, aunque el esqueleto carbonado podria desplazarse levemente, solo sucede
inducido por desplazamientos de residuos mediante interacciones electrostaticas. Ademas

la R-519 y la N-516 son residuos conservados en todas la subunidades A,B,C, y D.

6.3.1.2 “Docking” con NMDA.

Para NMDA se obtuvieron tres modelos. En el primero NMDA se ubica cerca de la hélice
I, formando puente de hidrogeno entre su carboxilo lateral y el amino lateral de R-519, el

o-amino interactua levemente con el hidroxilo de S-520 y el a-carboxilo se encuentra



expuesto hacia el exterior donde podria presentar interacciones, nuevamente, mediadas por

moléculas de agua, como se observa en la figura No. 27.

En la figura 28, el segundo modelo muestra como NMDA se ubica hacia fuera en la hélice
II con el carboxilo lateral expuesto hacia el exterior, el a-carboxilo forma puente de
hidrogeno con el amino de G-498 en el esqueleto carbonado, al igual que el a-amino
interacta con el carbonilo de N-495 y el W-494 aporta una interaccion hidrofobica. Esta
unidon es poco estable y especifica, ya que no existen interacciones adicionales que

favorezcan el movimiento del esqueleto carbonado.

En el tercer modelo NMDA se une en un sitio sobre la parte externa de la hélice I
interactuando solamente por accion de los grupos amino de la R-519, el carboxilo lateral se
orienta hacia el exterior, el a-amino no presenta interacciones electrostaticas con ningin

residuo, esta muy lejos de N-515 que podria ofrecer un grupo carbonilo, figura 29.

Teniendo en cuenta que el NMDA es agonista de glutamato en este receptor y que se cree
que interactuan en un mismo lugar con un mecanismo similar, de los tres modelos el que
mejor se ajusta es el primero, que presenta puente de hidrogeno con la R-519, al igual que
el glutamato, pero con interaccion diferente del a-amino que ya no hace puente con N-515
sino que se ha desplazado para interactuar con S-520. En la figura 30 se observa la

superposicion de las estructuras.

6.4 Modelo para la region entre las zonas transmembranales TM4 y TM5

Para la region entre las zonas transmembranales TM4 y TMS, la zona II, a partir del
alineamiento con 2LAO, se realizaron los docking con glutamato y NMDA. Resultaron
dos modelos para glutamato y uno para NMDA; pero no mostraron interacciones favorables
que permitieran una posible unién por esta region. A continuacion se analizardn las

razones que descartan la posible union de los ligandos en este sitio.



En el caso del glutamato los dos modelos presentaron una ubicacion cerca de una hélice,
muy distante de los residuos probables de interaccion, K-60,63. Esto disminuye la

probabilidad de una interaccion estable, como se observa en la figura 31.

Para NMDA el modelo muestra interaccién electrostaticas por solapamiento de las
superficies de Van Der Walls pero no lo suficientemente cercanas para formar puente de
hidrégeno. En la figura 32 se observa como el amino de G-57 y K-60 aportan a esta
interaccidn relativamente débil, cabe aclarar que estas interacciones estan dadas por los
enlaces peptidicos, que aunque no es imposible, este tipo de interacciones con el esqueleto
carbonado deben ser facilitadas por otras interacciones mas fuertes con cadenas laterales

que ayuden al desplazamiento del esqueleto.

Cuando se realizd la minimizacion de energia de estos modelos los valores fueron
considerablemente altos comparados con los valores de la region amino terminal; mientras
esta region mostro valores en promedio de —1100 Kcal/mol; la zona II entre las regiones
transmembranales, mostr6 valores de 45 Kcal/mol para glutamato y —180 Kcal/mol para

NMDA, lo que indica que la interaccion en esta zona es bastante inestable.

El modelo propuesto es que la subunidad NR2B presenta dos zonas extracelulares, una
amino terminal, cinco regiones transmembranales y un zona extracelular entre las regiones
transmembranales TM4 y TMS. La region amino terminal determina la union de los
ligandos mediante interacciones especificas como puentes de hidrogeno con  residuos
dadores de protones como la R-519, N-516 y aceptores de protones como S-520, ademas de
algunas interacciones con hidrégenos u oxigenos del esqueleto carbonado, siempre y

cuando estén presentes uniones que faciliten el movimiento.



CONCLUSIONES

Aunque el porcentaje de similaridad de secuencia entre las periplasmicas 2LAO, 1GGG
y la subunidad NR2B del receptor NMDA es relativamente baja, del orden de 25 al
30%; las periplasmicas pueden utilizarse como modelo para estudiar el mecanismo de
interaccion del receptor con el glutamato y NMDA debido a que estas proteinas tienen
su estructura resuelta y el tipo de ligando que enlazan son aminoacidos con grupos

funcionales comunes, que interactian mediante mecanismos similares.

Aunque se encuentran algunos residuos diferentes entre las secuencias de las variantes
de la subunidad NR2, las regiones de interés en las zonas extracelulares son
significativamente similares y el desarrollo del modelo a partir de NR2B puede ser

extrapolado para las demas.

De las dos regiones homologas de 1GGG con NR2B solo la region amino terminal
presentd un sitio de unidn del ligando con interacciones significativas.  La unién del

glutamato estaria determinada por la estructura y secuencia en la zona amino terminal.

El mecanismo de interaccion ligando — receptor estd determinado por interacciones
electrostaticas tipo puente de hidrogeno entre los grupos carboxilo y amino del ligando,
con las cadenas laterales de los residuos R-519, N515, algunas interacciones de Van
Der Waals con S-520. Esto brinda herramientas tedricas importantes para el disefio de

antagonistas

El comportamiento del receptor sensible a NMDA es diferente al comportamiento de
los receptores GluR2, donde la subunidad S1S2, formada por dos regiones
extracelulares, determina la union de los ligandos. Este modelo propone la interaccion

del glutamato y NMDA en una sola region del dominio extracelular, el amino terminal.



Ademas de puentes de hidrogeno con las cadenas laterales de algunos residuos, se
presentan interacciones con hidrégenos y oxigenos del esqueleto carbonado
estabilizando mucho mas la unién del ligando. Esto indica que no solo las cadenas
sufren movimientos, sino que el esqueleto carbonado también, puede realizar algunos

desplazamientos, siempre que estén fortalecidos por otras interacciones electrostaticas.

Las modificaciones conformacionales debidas a la interaccion ligando — receptor no
suceden Unicamente a la estructura del receptor, sino también al ligando que debe

encontrar la mejor conformacion para interactuar con los residuos en el sitio de union.



SUGERENCIAS

Realizar la valoracion experimental del mecanismo mediante técnicas de mutagénesis
sitio dirigida de los residuos de interaccion identificados y evaluar la variaciéon en la
afinidad del glutamato y/o NMDA, la variacién en las corrientes y el tiempo de apertura
del canal, y, la influencia en el flujo de iones calcio a través del canal, para finalmente

comprender las causas especificas de la apertura del mismo.

Realizar el alineamiento estructural con diferentes antagonistas para comparar las
variaciones en las interacciones. Esto podria permitir hacer mayores analisis sobre los

factores determinantes de la apertura del canal.

Realizar validaciones experimentales con combinaciones quiméricas de las variantes A,
C y D de NR2 para encontrar la influencia del tipo de subunidad en el funcionamiento

del canal.
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ANEXO 1

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS ENTRE LIGADORA DE GLUTAMINA
(1GGG) Y NR2B

lalign output for nr2b vs. ggg

[ISREC-Server] Date: Mon May 13 22:47:58 MET 2002

LALIGN finds the best local alignments between two sequences version 2.0u66 September

1998 Please cite: X. Huang and W. Miller (1991) Adv. Appl. Math. 12:373-381
Comparison of:

(A) - /wwwtmp/lalign/.9562.1.seq nr2b

- 1482 aa

(B) ./wwwtmp/lalign/.9562.2.seq ggg

- 226 aa

using matrix file: BL50, gap penalties: -14/-4

32.7% identity in 52 aa overlap; score: 109 E(10,000): 0.024

500 510 520 530 540
nr2b  WNGMIGEVVMKRAYMAVGSLT INEERSEVVDFSVPF I ETG I SVMVSRSNGTV
999 FSGIIPALQTKNVDLALAGIT ITDERKKAIDFSDGYYKSGLLVMVKANNNDY

50 60 70 80 90 100

25.9% identity in 85 aa overlap; score: 90 E(10,000): 1.2

720 730 740 750 760 770
nr2b  VDDALLSLKTGKLDAF I YDAAVLNYMAGRDEGCKLVT IGSGKVFASTGYG I AIQKDSGWK
ggg  IDNAYMELGTNRADAVLHDTPNILYF IKTAGNGQFKAVGDS--LEAQQYG I AFPKGSDEL

140 150 160 170 180 190
780 790
nr2b  R-QVDLAILQLFGDGEMEELEALWL
999 RDKVNGALKTLRENGTYNE I'YKKWF
200 210 220

47.8% identity in 23 aa overlap; score: 63 E(10,000): 3e+02

270 280
nr2b LVAGDTDTVPSEFPTGLISVSYD
ggg VVATDTAFVPFEFKQGDLYVGFD

10 20
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ANEXO 2

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS ENTRE LIGADORA DE LISINA (2LAO) Y
NR2B

lalign output for nr2b vs. lao

[ISREC-Server] Date: Mon May 13 22:46:08 MET 2002

LALIGN finds the best local alignments between two sequences version 2.0u66 September

1998 Please cite: X. Huang and W. Miller (1991) Adv. Appl. Math. 12:373-381
Comparison of:
(A) - /wwwtmp/lalign/.1486.1.seq nr2b

- 1482 aa
(B) ./wwwtmp/lalign/.1486.2.seq lao
- 238 aa
using matrix file: BL50, gap penalties: -14/-4
28.2% identity in 78 aa overlap; score: 72 E(10,000): 51
730 740 750 760 770

nr2b  LKTGKLDAFIYD--AAVLNYM---AGRDEGCKLVT I GSGKVFASTGYG I A1QKD-SGWKR
lao  LTAGRLDAALQDEVAASEGFLKQPAGKEYAFAGPSVKDKKYFGD-GTGVGLRKDDTELKA
150 160 170 180 190 200
780 790
nr2b  QVDLAILQLFGDGEMEEL
lao  AFDKALTELRQDGTYDKM
210 220

16.9% identity in 59 aa overlap; score: 57 E(10,000): 1.1e+03

490 500 510 520 530 540
nr2b INGTWNGMIGEVVMKRAYMAVGSLT INEERSEVVDFSVPFIETGISVMVSRSNGTVSPS
lao VASDFDAL IPSLKAKKIDAT ISSLSI1TDKRQQE IAFSDKLYAAD-SRL IAAKGSPIQPT
50 60 70 80 90 100

43.5% identity in 23 aa overlap; score: 48 E(10,000): 5.1e+03

720 730
nr2b  DALL-SLKTGKLDAFIYDAAVLN
lao  DALIPSLKAKKIDAIISSLSITD

60 70

Back to ISREC bioinformatics group home page




ANEXO 3

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE NR2B DE TRES ESPECIES

View CLUSTALW in: [MPSA (Mac, UNIX) , About...] [AnTheProt (PC) , Download...]

[HELP]

UNK-98330
UNK-98332

UNK-98331

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

Rattus Norvegicus
Human

Mouse

10 20 30 40 50 60

MKPSAECCSPKFWLVLAVLAVSGSKARSQKSPPSIGIAVILVGTSDEVAIKDAHEKDDFH
MKPRAECCSPKFWLVLAVLAVSGSRARSQKSPPSIGIAVILVGTSDEVAIKDAHEKDDFH
MKPSAECCSPKFWLVLAVLAVSGSKARSQKSAPSIGIAVILVGTSDEVAIKDAHEKDDFH

FEE KAAAAAAAXAAAAXAAAXAAAAKXAKAN = khhAAhkhAh AhAAAAAAAAAAAAAhAhAAAhhAAhkhdhiiid

MKPSAECCSPKFWLVLAVLAVSGSKARSQKSPPSIGIAVILVGTSDEVAIKDAHEKDDFH
70 80 90 100 110 120

HLSVVPRVELVAMNETDPKS 1 I TRICDLMSDRKIQGVVFADDTDQEATAQILDFISAQTL
HLSVVPRVELVAMNETDPKS 1 I TRICDLMSDRKIQGVVFADDTDQEATAQILDFISAQTL
HLSVVPRVELVAMNETDPKS 11 TRICDLMSDRKIQGVVLADDTDQEAIAQILDFISAQTL

FTEAIEEAAITXAAITAAAXAAXITXAAXAXAAXITAAXAXAAIAAAXAAAXAAAXAAKX -kFxXxArAdTXxAdTdxAhAdrdxiirdxiihiik

HLSVVPRVELVAMNETDPKS 11 TRICDLMSDRKIQGVVFADDTDQEAIAQILDFISAQTL
130 140 150 160 170 180

TPILGIHGGSSMIMADKDESSMFFQFGPS 1EQQASVMLN IMEEYDWY IFSIVTTYFPGYQ
TPILGIHGGSSMIMADKDESSMFFQFGPS 1EQQASVMLN IMEEYDWY IFSIVTTYFPGYQ
TPILGIHGGSSMIMADKDESSMFFQFGPS 1EQQASVMLN IMEEYDWY IFSIVTTYFPGYQ

AEAEAAAAAAAAAAAAXAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAdhhhk

TPILGIHGGSSMIMADKDESSMFFQFGPSTEQQASVMLN IMEEYDWY IFSIVTTYFPGYQ
190 200 210 220 230 240

DFVNKIRSTIENSFVGWELEEVLLLDMSLDDGDSKIQNQLKKLQSPITLLYCTKEEATY1
DFVNKIRSTIENSFVGWELEEVLLLDMSLDDGDSKIQNQLKKLQSPIILLYCTKEEATYI1
DFVNKIRSTIENSFVGWELEEVLLLDMSLDDGDSKIQNQLKKLQSPIILLYCTKEEATYI

EEAEAEAAAEAAAAAAAAXAXAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAAXAhh*k

DFVNKIRSTIENSFVGWELEEVLLLDMSLDDGDSKIQNQLKKLQSPITLLYCTKEEATY1
250 260 270 280 290 300

FEVANSVGLTGYGYTWIVPSLVAGDTDTVPSEFPTGL 1SVSYDEWDYGLPARVRDGIAL I
FEVANSVGLTGYGYTWIVPSLVAGDTDTVPAEFPTGL 1SVSYDEWDYGLPARVRDGIAL I

nnnnnnnnnnnn

FEVANSVGLTGYGYTWIVPSLVAGDTDTVPéEFPTGLISVSYDEWDYGLPARVRDGIAII


http://mpsa-pbil.ibcp.fr/
ftp://ftp.ibcp.fr/pub/ANTHEPROT/WINDOWS

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

310 320 330 340 350 360

TTAASDMLSEHSFIPEPKSSCYNTHEKR I'YQSNMLNRYL INVTFEGRNLSFSEDGYQMHP
TTAASDMLSEHSFIPEPKSSCYNTHEKR I'YQSNMLNRYL INVTFEGRNLSFSEDGYQMHP
TTAASDMLSEHSFIPEPKSSCYNTHEKR I'YQSNMLNRYL INVTFEGRNLSFSEDGYQMHP

nnnnnnnnnnnnnn

TTAASDMLSEHSFIPEPKSSCYNTHEKR I'YQSNMLNRYL INVTFEGRNLSFSEDGYQMHP

370 380 390 400 410 420

| | | | | |

KLV I LLNKERKWERVGKWKDKSLQMKYYVWPRMCPETEEQEDDHLSIVTLEEAPFVIVE
KLV 1 I LLNKERKWERVGKWKDKSLQMKYYVWPRMCPETEEQEDDHLSIVTLEEAPFVIVE
KLV 1 I LLNKERKWERVGKWKDKSLQMKYYVWPRMCPETEEQEDDHLSIVTLEEAPFVIVE

EAEAEEAAAEAAAAAAAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAhh*k

KLV 1 1LLNKERKWERVGKWKDKSLQMKYYVWPRMCPETEEQEDDHLSIVTLEEAPFVIVE
430 440 450 460 470 480

SVDPLSGTCMRNTVPCQKRI ISENKTDEEPGY IKKCCKGFCIDILKK1SKSVKFTYDLYL
SVDPLSGTCMRNTVPCQKRIVTENKTDEEPGY IKKCCKGFCIDILKKISKSVKFTYDLYL
SVDPLSGTCMRNTVPCQKR I I SENKTDEEPGY IKKCCKGFCIDILKKISKSVKFTYDLYL

B o o o o AR R R S ko S ok S S e Rk e Sk R SRk R Rk R R R R R R

SVDPLSGTCMRNTVPCQKR I 1 SENKTDEEPGY IKKCCKGFCIDILKKISKSVKFTYDLYL

490 500 510 520 530 540

I I I I I I
VTNGKHGKK INGTWNGM I GEVVMKRAYMAVGSL T INEERSEVVDFSVPFIETG I SVMVSR

VTNGKHGKK INGTWNGM I GEVVMKRAYMAVGSLT INEERSEVVDFSVPFIETGISVMVSR
VTNGKHGKKINGTWNGM I GEVVMKRAYMAVGSLT INEERSEVVDFSVPFIETGISVMVSR

AEAAXAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAXAAAAXAAAXAAAAXAAAXAAAAXAAAXKAANK

VTNGKHGKKINGTWNGM I GEVVMKRAYMAVGSLTINEERSEVVDFSVPFIETGISVMVSR
550 560 570 580 590 600

SNGTVSPSAFLEPFSADVWYMMFVMLL 1VSAVAVFVFEYFSPVGYNRCLADGREPGGPSF
SNGTVSPSAFLEPFSADVWYMMFVMLL IVSAVAVFVFEYFSPVGYNRCLADGREPGGPSF
SNGTVSPSAFLEPFSADVWVMMFVMLL 1VSAVAVFVFEYFSPVGYNRCLADGREPGGPSF

nnnnnnnnnnnnnn

SNGTVSPSAFLEPFSADVWVMMFVMLL IVSAVAVFVFEYFSPVGYNRCLADGREPGGPSF

610 620 630 640 650 660

| | | | | |
TIGKAIWLLWGLVFENNSVPVQNPKGTTSKIMVSVWAFFAVIFLASYTANLAAFMIQEEYV
TIGKAIWLLWGLVFENNSVPVQNPKGTTSKIMVSVWAFFAVIFLASYTANLAAFMIQEEYV
TIGKAIWLLWGLVENNSVPVQNPKGTTSKIMVSVWAFFAVIFLASYTANLAAFMIQEEYV

AEAEAAAAAAAAXAAAAXAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAdhhi*d

TIGKATWLLWGLVFNNSVPVQNPKGTTSKIMVSVWAFFAV IFLASYTANLAAFMIQEEYV

670 680 690 700 710 720

| | | | | |
DQVSGLSDKKFQRPNDFSPPFRFGTVPNGSTERN IRNNYAEMHAYMGKFNQRGVDDALLS
DQVSGLSDKKFQRPNDFSPPFRFGTVPNGSTERN IRNNYAEMHAYMGKFNQRGVDDALLS
DQVSGLSDKKFQRPNDFSPPFRFGTVPNGSTERN IRNNYAEMHAYMGKFNQRGVDDALLS

FTEAIEAAITEAAITAAXITXAAXITXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAAAXAAIAXAAIAXAAITXAAITXAAXTXAAITXAXTXAddxAhdhiikx

DQVSGLSDKKFQRPNDFSPPFRFGTVPNGSTERN IRNNYAEMHAYMGKFNQRGVDDALLS



UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

730 740 750 760 770 780

LKTGKLDAF I YDAAVLNYMAGRDEGCKLVT IGSGKVFASTGYGIAIQKDSGWKRQVDLAI
LKTGKLDAF 1 YDAAVLNYMAGRDEGCKLVT IGSGKVFASTGYGIAIQKDSGWKRQVDLAI
LKTGKLDAF 1 YDAAVLNYMAGRDEGCKLVT IGSGKVFASTGYGIA1QKDSGWKRQVDLAI

nnnnnnnnnnnnn

LKTGKLDAF I YDAAVLNYMAGRDEGCKLVT IGSGKVFASTGYGIAIQKDSGWKRQVDLAI

790 800 810 820 830 840

| | | | | |
LQLFGDGEMEELEALWLTGICHNEKNEVMSSQLD I DNMAGVFYMLGAAMALSLITFICEH
LQLFGDGEMEELEALWLTGICHNEKNEVMSSQLD I DNMAGVFYMLGAAMALSLITFICEH
LQLFGDGEMEELEALWLTGICHNEKNEVMSSQLD I DNMAGVFYMLGAAMALSLITFICEH

EAEAEEAAAEAAAAAAAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAhh*k

LQLFGDGEMEELEALWLTG ICHNEKNEVMSSQLD IDNMAGVFYMLGAAMALSLITFICEH
850 860 870 880 890 900

LFYWQFRHCFMGVCSGKPGMVFSISRGIYSCIHGVAIEERQSVMNSPTATMNNTHSNILR
LFYWQFRHCFMGVCSGKPGMVFSISRGIYSCIHGVAIEERQSVMNSPTATMNNTHSNILR
LFYWQFRHCFMGVCSGKPGMVFSISRG1YSCIHGVAIEERQSVMNSPTATMNNTHSNILR

FTEAEEAAIEAAITAAIAXAITXAAXITXAAXAAAXAXAAXAAAXAAIAXAAIAXAAITXAAITXAAXTXAAITXAXXAddxAhddhiik

LFYWQFRHCFMGVCSGKPGMVFSISRG1YSCIHGVAIEERQSVMNSPTATMNNTHSNILR
910 920 930 940 950 960

LLRTAKNMANLSGVNGSPQSALDFIRRESSVYD I SEHRRSFTHSDCKSYNNPPCEENLFS
LLRTAKNMANLSGVNGSPQSALDFIRRESSVYD I SEHRRSFTHSDCKSYNNPPCEENLFS
LLRTAKNMANLSGVNGSPQSALDFIRRESSVYD 1 SEHRRSFTHSDCKSYNNPPCEENLFS

AEAEAEAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAdhhh*d

LLRTAKNMANLSGVNGSPQSALDFIRRESSVYD I SEHRRSFTHSDCKSYNNPPCEENLFS
970 980 990 1000 1010 1020

DY ISEVERTFGNLQLKDSNVYQDHYHHHHRPHS IGSTSS IDGLYDCDNPPFTTQPRSISK
DY 1SEVERTFGNLQLKDSNVYQDHYHHHHRPHS IGSASS IDGLYDCDNPPFTTQSRS1SK
DY 1SEVERTFGNLQLKDSNVYQDHYHHHHRPHSIGSTSS IDGLYDCDNPPFTTQPRS 1SK

EEAEXEAAAEAAAAAAXAAXAAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAA AKX = AKX AAXAAAXAAAXAAXkAhkidx dhihkik

DY ISEVERTFGNLQLKDSNVYQDHYHHHHRPHS IGSTSS IDGLYDCDNPPFTTQPRS1SK
1030 1040 1050 1060 1070 1080

KPLDIGLPSSKHSQLSDLYGKFSFKSDRYSGHDDL IRSDVSDISTHTVTYGN IEGNAAKR
KPLDIGLPSSKHSQLSDLYGKFSFKSDRYSGHDDL IRSDVSDISTHTVTYGN IEGNAAKR
KPLDIGLPSSKHSQLSDLYGKFSFKSDRYSGHDDL IRSDVSDISTHTVTYGN IEGNAAKR

nnnnnnnnnnnnn

KPLDIGLPSSKHSQLSDLYGKFSFKSDRYSGHDDL IRSDVSDISTHTVTYGN IEGNAAKR
1090 1100 1110 1120 1130 1140

RKQQYKDSLKKRPASAKSRREFDE IELAYRRRPPRSPDHKRYFRDKEGLRDFYLDQFRTK
RKQQYKDSLKKRPASAKSRREFDE IELAYRRRPPRSPDHKRYFRDKEGLRDFYLDQFRTK
RKQQYKDSLKKRPASAKSRREFDE IELAYRRRPPRSPDHKRYFRDKEGLRDFYLDQFRTK

EEAEKAAAEXAAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAAXAhx*k

RKQQYKDSLKKRPASAKSRREFDE I ELAYRRRPPRSPDHKRYFRDKEGLRDFYLDQFRTK

1150 1160 1170 1180 1190 1200



UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

UNK_98330
UNK_98332
UNK_98331

Prim.cons.

ENSPHWEHVDLTD 1 YKERSDDFKRDSVSGGGPCTNRSHLKHGTGEKHGVVGGVPAPWEKN
ENSPHWEHVDLTD 1 YKERSDDFKRDS I SGGGPCTNRSHIKHGTGDKHGVVSGVPAPWEKN
ENSPHWEHVDLTD I YKERSDDFKRDSVSGGGPCTNRSHLKHGTGDKHGVVGGVPAPWEKN

AEAEAXAAAAAAXAAAAXAAAXAAAAAAA AKX = hAAAAAXAAAAAkh =-kkkhkkhk=-khkkhhdh dhdhhhiik

ENSPHWEHVDLTD 1 YKERSDDFKRDSVSGGGPCTNRSHLKHGTGDKHGVVGGVPAPWEKN
1210 1220 1230 1240 1250 1260

LTNVDWEDRSGGNFCRSCPSKLHNYSSTVAGQNSGRQACIRCEACKKAGNLYD I SKDNSL
LTNVEWEDRSGGNFCRSCPSKLHNYSTTVTGQNSGRQACIRCEACKKAGNLYD I SEDNSL
LTNVDWEDRSGGNFCRSCPSKLHNYSSTVAGQNSGRQACIRCEACKKAGNLYD I SEDNSL

FEAEK = AXAXTXAAXAXAITXAAXITXAAXAXAAXAAKN -khkh - kA XAAIAXAAITXAAITXAAITXxAITXAdXxdhddxkh -)k*x*k

LTNVDWEDRSGGNFCRSCPSKLHNYSSTVAGQNSGRQACIRCEACKKAGNLYD I SEDNSL
1270 1280 1290 1300 1310 1320

QELDQPAAPVAVTSNASSTKYPQSPTNSKAQKKNRNKLRRQHSYDTFVDLQKEEAALAPR
QELDQPAAPVAVTSNASTTKYPQSPTNSKAQKKNRNKLRRQHSYDTFVDLQKEEAALAPR

nnnnnnnnnnnnn

QELDQPAAPVAVTSNASTTKYPQSPTNSKAQKKNRNKLRRQHSYDTFVDLQKEEAALAPR

1330 1340 1350 1360 1370 1380

| | | | | |
SVSLKDKGRFMDGSPYAHMFEMPAGESSFAN-KSSVPTAG-HHHNNPGSGYMLSKSLYPD
SVSLKDKGRFMDGSPYAHMFEMSAGESTFANNKSSVPTAGHHHHNNPGGGYMLSKSLYPD
SVSLKDKGRFMDGSPYAHMFEMPAGESSFAN-KSSVTTAG-HHHNNPGSGYMLSKSLYPD

EEAEAEAAAXXAXAXAAAXAAXAXAAAXAAXAA KhkAhk -k kkk dhkhdk *hkkh *hAAXxhkidx *hxhiAkihihikik

SVSLKDKGRFMDGSPYAHMFEMPAGESSFANNKSSYPTAGHHHHNNPGSGYMLSKSLYPD
1390 1400 1410 1420 1430 1440

RVTONPFIPTFGDDQCLLHGSKSYFFRQPTVAGASKTRPDFRALVTNKPVVSALHGAVPG

RVTONPFIPTFGDDQCLLHGSKSYFFRQPTVAGASKARPDFRALVTNKPVVSALHGAVPA

RVTONPFIPLLGMISACFTAANPTSSGSPRWQGRRKQGRTSGPLSP ISQWCRPFHGAVPG
- = * * *

*AhkkikAiAkikikix =% - * -*kkkk*k

RVTQNPFIPTFGDDQCLLHGékSYFFRQPTVAGASKSRPDFRALVTNKPVVSALHGAVPG
1450 1460 1470 1480

RFQKD ICI1GNQSNPCVPNNKNPRAFNGSSNGHVYEKLSSIESDV
RFQKD ICIGNQSNPCVPNNKNPRAFNGSSNGHVYEKLSSIESDV
RFQKD ICIGNQSNPCVPNNKNPRAFNGSSNGHVYEKLSSIESDV

AEAAXAAXAAAAAAXAAAAXAAAAAAAXAAAXAAAAAAAAAAAAAAAAhdk

RFQKD ICI1GNQSNPCVPNNKNPRAFNGSSNGHVYEKLSSIESDV

Alignment length : 1484

Identity (*) : 1418 is 95.55 %

Strongly similar (:) : 21is 1.42 %

Weakly similar (.) : 16 is 1.08 %

Different : 29 is 1.95 %

Sequence 0001 : UNK 98330 ( 1482 residues).
Sequence 0002 : UNK 98332 ( 1484 residues).
Sequence 0003 : UNK 98331 (1482 residues).



ANEXO 4

ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE LAS SUBUNIDADES DE NR2

Sequence format is Pearson

Sequence 1: gi]2155310]gb]AAB58801.1] 1464 aa NR2A
Sequence 2: gi]|508292]gb]AAA50554.1] 1482 aa NR2B
Sequence 3: gi]475550]gb]AAAL7832.1] 1250 aa NR2C
Sequence 4: gi]475552|gb]AAAL17833.1] 1323 aa NR2D
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (2:3) Aligned. Score: 41

Sequences (3:4) Aligned. Score: 48

Sequences (1:2) Aligned. Score: 52

Sequences (2:4) Aligned. Score: 37

Sequences (1:3) Aligned. Score: 42

Sequences (1:4) Aligned. Score: 37

Guide tree file created: [/net/nfs0/voll/production/w3nobody/tmp/506784.149821-231089.dnd]
Start of Multiple Alignment

There are 3 groups

Aligning...

Group 1: Sequences: 2 Score:19749
Group 2: Sequences: 2 Score:23947
Group 3: Sequences: 4 Score:17974

Alignment Score 19710
CLUSTAL-Alignment file created [/net/nfs0/voll/production/w3nobody/tmp/506784.149821-231089.aln]

Your Multiple Sequence Alignment:

506784.149821-231089.aln

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

g1 ]475550|gb|AAAL17832.1] MPALVSLQDPPVDMGGALGPALLLTS-—--- LLGAWARLGAGQGEQAVTV 45
g1 1475552 |gb|AAA17833.1] MRGAGGPRGPRGPAKMLLLLALACVSPFPEEVPGPGAVGGGTGGARQLNY 50
gi]2155310|gb]JAAB58801.1] = ----——- MGRLGYWTLLVLPALLVWR--=—--- DPAQNAAAEKGPPALNI 36



gi | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

gi 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 .1 |

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 _1 |

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi | 475552 | gb | AAA17833. 1]
gi | 2155310] gb | AAB58801 .1 |
i | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAAL17832. 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
i | 2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

gi 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1|
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

—————— MKPSAECCSPKFWLVLAVLA-------VSGSKARSQKSPPSIGI

AVVFGSSGPLQTQARTRLTSQNFLDLP-LEIQPLTVGVNNTNPSSILTQI
ALVFSGPAYAAEAARLGPAVAAAVRSPGLDVRPVALVLNGSDPRSLVLQL
AVLLGHSHDVTERELRNLWGPEQATGLPLDVNVVALLMNRTDPKSLITHV
AVILVGTSD——EVAIKDAHEKDDFHHLSVVPRVELVAMNETDPKSIITRI

CGLLGAARVHGIVFEDNVDTEAVAQLLDFVSSQTHVPILSISGGSAVVLT
CDLLSGLRVHGVVFEDDSRAPAVAP I LDFLSAQTSLP IVAVHGGAALVLT
CDLMSGARIHGLVFGDDTDQEAVAQMLDFISSQTFIPILGIHGGASMIMA
CDLMSDRKIQGVVFADDTDQEAIAQILDFISAQTLTPILGIHGGSSMIMA

- - * *x *- * * -*** * *x *x - = kA== m ==

PKEPGSAFLQLGVSLEQQLQVLFKVLEEYDWSAFAVITSLHPGHALFLEG
PKEKGSTFLQLGSSTEQQLQVIFEVLEEYDWTSFVAVTTRAPGHRAFLSY
DKDPTSTFFQFGASIQQQATVMLKIMQDYDWHVFSLVTT IFPGYRDF I SF
DKDESSMFFQFGPSIEQQASVMLNIMEEYDWY IFSIVTTYFPGYQDFVNK

* - * *=k=-k X =%k Ko == mmm . **xx * -k = **x - * -

VRAVADASYLSWRLLDVLTLELGPGGPRARTQRLLRQVDAPVLVAYCSRE
IEVLTDGSLVGWEHRGALTLDPGAG--EAVLGAQLRSVSAQIRLLFCARE
IKTTVDNSFVGWDMONV I TLDTSFED--AKTQVQLKKIHSSVILLYCSKD
IRSTIENSFVGWELEEVLLLDMSLDDGDSKIQNQLKKLQSPIILLYCTKE

*F LT LDt : TL.IoIoIonoI*Ii:
EAEVLFAEAAQAGLVGPGHVWLVP--NLALGSTDAPP-———————— AAFP
EAEPVFRAAEEAGLTGPGYVWFMVGPQLAGGGGSGVPGEPLLLPGGSPLP
EAVLILSEARSLGLTGYDFFWIVP--SLVSGNTELIP-———=———- KEFP
EATYIFEVANSVGLTGYGYTWIVP——SLVAGDTDTVP --------- SEFP

** - - * ** * * - - * * -k

VGLISVVTESWRLSLRQKVRDGVAILALGAHSYRRQYGTLPAPAGDCRRH
AGLFAVRSAGWRDDLARRVAAGVAVVARGAQALLRDYGFLPELGHDCRTQ
SGLISVSYDDWDYSLEARVRDGLGILTTAASSMLEKFSY IPEAKASCYGQ
TGLISVSYDEWDYGLPARVRDGIAIITTAASDMLSEHSFIPEPKSSCYNT

** -k * * -* *= == -*

94
100
86
85

144
150
136
135

194
200
186
185

244
248
234
235

283
298
273
274

333
348
323
324



gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1|
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 _1 |

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi | 475552 | gb | AAA17833. 1]
gi | 2155310] gb | AAB58801 .1
i | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAAL17832. 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1|
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

gi |475550|gb|AAAL7832.1]
gi |475552|gb|AAAL17833.1]
gi]2155310]gb]AAB58801.1]
gi]508292|gb | AAA50554 . 1]

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 | gb | AAA17832 1]
gi | 475552 | gb | AAA17833. 1]
gi | 2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAAL17832. 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]

PGPVSPAREAFYRHLLNVTWEGRDFSFSPGGYLVRPTMVVIALNRHRLWE 383
N--RTHRGESLHRYFMN I TWDNRDYSFNEDGFLVNPSLVVISLTRDRTWE 396
AEKPETPLHTLHQFMVNVTWDGKDLSFTEEGYQVHPRLVVIVLNKDREWE 373
HEKRIYQSNMLNRYLINVTFEGRNLSFSEDGYQMHPKLVIILLNKERKWE 374

==k e=ka-=- == k% *- -*-***-***

MVGRWDHGVLYMKYPVWPRYSTSLQPVVDSRHLTVATLEERPFVIVESPD 433
VVGSWEQQTLRLKYPLWSRYGRFLQPVDDTQHLTVATLEERPFVIVEPAD 446
KVGKWENQTLSLRHAVWPRYKSFSDCEPDDNHLSIVTLEEAPFVIVEDID 423
RVGKWKDKSLQMKYYVWPRMCPETE EQEDDHLSIVTLEEAPFVIVESVD 423

*K Kk -- =k ok - Kk - KkkAk khkkkAR K

PGTGGCVPNTVPCRRQSNHTFSSG-DLTPYTKLCCKGFCIDILKKLAKVV 482
PISGTCIRDSVPCRSQLNRTHSPPPDAPRPEKRCCKGFCIDILKRLAHTI 496
PLTETCVRNTVPCR-KFVKINNSTNEG-MNVKKCCKGFCIDILKKLSRTV 471
PLSGTCMRNTVPCQ KRIISENKTDEEPGYIKKCCKGFCIDILKKISKSV 472

* * - - ***- - * ***********- --- -

KFSYDLYLVTNGKHGKRVRGVWNGMIGEVYYKRADMAIGSLTINEERSEI 532
GFSYDLYLVTNGKHGKK IDGVWNGMIGEVFYQRADMAIGSLTINEERSEI 546
KFTYDLYLVTNGKHGKKVNNVWNGMIGEVVYQRAVMAVGSLTINEERSEV 521
KFTYDLYLVTNGKHGKKINGTWNGMIGEVVMKRAYMAVGSLT INEERSEV 522

* R S e B R e = B = e = R S = o =

IDFSVPFVETGISVMVSRSNGTVSPSAFLEPYSPAVWMMFVMCLTVVAIL 582
VDFSVPFVETGISVMVARSNGTVSPSAFLEPYSPAVWWMMFVMCLTVVAV 596
VDFSVPFVETGISVMVSRSNGTVSPSAFLEPFSASVWWMMFVMLLIVSAL 571
VDFSVPFIETGISVMVSRSNGTVSPSAFLEPFSADVWVMMFVMLLIVSAV 572

-* *hkikkkikk X * *-

TVFMFEYFSPVSYNQNLTKGKKPGGPSFT IGKSVWLLWALVFINSVPIEN 632
TVFIFEYLSPVGYNRSLATGKRPGGSTFTIGKS IWLLWGLVFNNSVPVEN 646
AVFVFEYFSPVGYNRNLAKGKAPHGPSFT IGKAIWLLWGLVFENNSVPVQN 621
AVFVFEYFSPVGYNRCLADGREPGGPSFTIGKAIWLLWGLVFENNSVPVQN 622

mAhkk-kFkk-Kkkkh kkhk- k- k- Kk Kk -kIFkkhkkhk--Fkkkhk KFkk Fkirk--%

PRGTTSKIMVLVWAFFAVIFLASYTANLAAFMIQEQY IDTVSGLSDKKFQ 682
PRGTTSKIMVLVWAFFAVIFLASYTANLAAFMIQEEYVDTVSGLSDRKFQ 696



gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 . 1|

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 _1 |

gi |475550| gb | AAA17832 1]
gi | 475552 | gb | AAA17833. 1]
gi | 2155310] gb | AAB58801 . 1|
i | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAAL17832. 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
i | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

gi 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1|
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

gi 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 . 1|

PKGTTSKIMVSVWAFFAVIFLASYTANLAAFMIQEEFVDQVTGLSDKKFQ
PKGTTSKIMVSVWAFFAVIFLASYTANLAAFMIQEEYVDQVSGLSDKKFQ

K= AAXEAAAAXAXA AXAXAXAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAN - = =k d-)kkkk-kkk

RPQDQYPPFRFGTVPNGSTERN IRSNYRDMHTHMVKFNQRSVEDALTSLK
RPQEQYPPLKFGTVPNGSTEKNIRSNYPDMHSYMVRYNQPRVEEALTQLK
RPHDYSPPFRFGTVPNGSTERN IRNNYPYMHQYMTRFNQRGVEDALVSLK
RPNDFSPPFRFGTVPNGSTERN IRNNYAEMHAYMGKFNQRGVDDALLSLK

*Kk - - KKk = = khkAkhkAkAkkhh=-Kkkhk *Kk **x =k = =%k * = =Kk% *x

MGKLDAF1YDAAVLNYMAGKDEGCKLVTIGSGKVFATTGYG IAMQKDSHW
AGKLDAF 1 YDAAVLNYMARKDEGCKLVT IGSGKVFATTGYGIALHKGSRW
TGKLDAF I'YDAAVLNYKAGRDEGCKLVTIGSGY IFATTGYGIALQKGSPW
TGKLDAF 1 YDAAVLNYMAGRDEGCKLVT IGSGKVFASTGYGIAIQKDSGW

* - =k*k=-kkkk*kk--% * *

KRAIDLALLQLLGDGETQKLETVWLSGICQNEKNEVMSSKLD IDNMAGVF
KRPIDLALLQFLGDDEIEMLERLWLSG ICHNDKIEVMSSKLD IDNMAGVF
KRQIDLALLQFVGDGEMEELETLWLTGICHNEKNEVMSSQLD IDNMAGVF
KRQVDLAILQLFGDGEMEELEALWLTGICHNEKNEVMSSQLD IDNMAGVF

*k =kFk-Fkk- Kk Kk - Kk ~Fkk-Fkkkhk-Kk-Kk FhEAIXk-FXxEhIkihLAikihk

YMLLVAMGLALLVFAWEHLVYWKLRHSVP--NSSQLDFLLAFSRGIYSCF
YMLLVAMGLSLLVFAWEHLVYWRLRHCLG--PTHRMDFLLAFSRGMYSCC
YMLAAAMALSLITFIWEHLFYWKLRFCFTGVCSDRPGLLFSISRGIYSCI
YMLGAAMALSLITFICEHLFYWQFRHCFMGVCSGKPGMVFSISRGIYSCI

E = _**_*:*:_* ***-**::*--- - - Tt

NGVQSLPSP---ARPP-—--—-- SPDLTADSAQA-———————————————

S—AEAAPPP - -~ AKPPPPPQPLPSPAYPAARPPP - - —— - - = ——

HGVH I EEKK---KSPDFNLTGSQSNMLKLLRSAKN I SNMSNMNSSRMDSP

HGVAIEERQSVMNSPTATMNNTHSN I LRLLRTAKNMANLSGVNGS----P
* *

~NVLKMLQAARDMVN— === === m oo TADVSSSLDR
~GPAPFVPRERAAADRWRRAKGTGPPG-———————————— GAAIADGFHR
KRATDF IQRGSL IVDMVSDKGNL I YSDNRSFQG---KDS I FGDNMNELQT
QSALDF IRRESSVYD I SEHRRSFTHSDCKSYNNPPCEENLFSDY I SEVER

671
672

732
746
721
722

782
796
771
772

832
846
821
822

880
894
871
872

904
924
918
918

928
960
965
968



gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi | 475552 | gb | AAA17833. 1]
i | 2155310] gb | AAB58801 . 1|
i | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAAL17832. 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1|
gi | 2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

gi 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1|
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
i | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 . 1|

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1|
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 _1 |

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi | 475552 | gb | AAA17833. 1]
gi | 2155310] gb | AAB58801 .1 |
i | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAAL17832. 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]

N 13 ] = — WGNNRRVPAPTAS - ————————— GPRSS
YYGP IEPQGLG--—————-——— LGDARAAPRGAAG-————————~— RPLSP
FVANRHKDNLSNYVFQGQHPLTLNDSNPNTVEVAVSTESKGNSRPRQLWK
TFGNLQLKDSN--VYQDHY---HHHHRPHS I GSTSS I DGLYDCD-NPPFT

-TPGPPGQPSPSGWGPPGGGR--TPLARRAPQPPARPAT-CGPPLPDVSR
PTTQPPQKPPPSYFAIVREQEPTEPPAGAFPGFPSPPAP-PAAAAAAVGP
KSMESLRQDSLNQ-NPVSQRDEKTAENRTHSLKSPRYLP-EEVAHSDISE
TQPRSISKKPLDIGLPSSKHSQLSDLYGKFSFKSDRYSGHDDL IRSDVSD

PSCRHASDARWPVRVGHQGPHVSASERRALPERSLLPAHCHYSSFP--RA
PLCRLAFEDESPP-APSRWPRSDPESQPLLGGGAGGPSAGAPTAPPPRRA
TSSRATCHREPDNNKNHKTKDNFKRSMAS ———-- KYPKDCSDVDRTYMKT
ISTHTVTYGNIEGNAAKRRKQQYKDSLKKRPASAKSRREFDE IELAYRRR

ERSGRPYLPLFPEPPEPDDLALLGPEQLARREAMLRAAWAR-———————-
APPPCAYLDLEPSPSDSEDSESL GGASLGGLEPWWFADFPYPYAERL ---
KASSPRDK1YT IDGEKEPSFHLDPPQFVENITLPENVGFPDTYQDHNENF
PPRSPDHKRYFRDKEGLRDFYLDQFRTKENSPHWEHVDLTD 1 YKERSDDF

------------------------ GPRP-RHASLPSSVAEAFTRSNPLPA
------------------------ GPPPGRYWSVDKLGGWRAGSWDYLPP
RKGDSTLPMNRNPLHNEDGLPN--NDQYKLYAKHFTLKDKGSPHSEGSDR
KRDSVS---GGGPCTNRSHLKHGTGEKHGVVGGVPAPWEKNL TNVDWEDR

R--CTGHACACPCPQSRPS -~ ————————mm o mmmm e CRHLAQA
RGGPAWHCRHCASLELLPP—— === === — oo PRHLSCS
YRQNSTHCRSCLSNLPTYSGHFTMRSP--- - FKCDACLRMGNLYD IDED

SGGN--FCRSCPSKLHNYSSTVAGQNSGRQACIRCEACKKAGNLYD ISKD
* -

QSLRLPSYPEACVEGVPAGVA-—————=———~— TWQPRQHVCLHAHTRLPF
HDGLDGGWWAPPPPPWAAGPP—-————————— PRRRARCGCPRPHPHRPR

953
989
1015
1012

999

1038
1063
1062

1047
1087
1108
1112

1088
1134
1158
1162

1113
1160
1206
1209

1137
1186
1251
1257

1176
1225



gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi 475550 gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi |2155310] gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 . 1|

gi |475550 | gb | AAA17832 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
gi | 508292 gb | AAA50554 _1 |

gi |475550| gb | AAA17832 1]
gi | 475552 | gb | AAA17833. 1]
gi | 2155310] gb | AAB58801 . 1|
i | 508292 | gb | AAA50554 _1 |

gi | 475550 gb | AAAL17832. 1]
gi |475552| gb | AAA17833 1]
gi | 2155310 gb | AAB58801 . 1|
i | 508292 | gb | AAA50554 .1 |

QMLQETGNPATREEVYQQDWS-----~- QNNALQFQKNKLR INRQHSYDN
NSLQELDQPAAPVAVTSNASSTKYPQSPTNSKAQKKNRNKLRRQHSYDTF
- - - - *

CWGTVCRHPPPCTSHSPWL IG-TWEPPAHRVRTLGLGTGYRDSGVLEEVS
ASHRAPAAAPHHHRHRRAAGGWDFPPPGPTSRSLEDLSSCTTAAPTRRLT
LDKPREIDLSRPSRSISLKDRERLLEGNLYGSLFSVPSSK-LLGNKSSLF
VDLQKEEAALAP-RSVSLKDKGRFMDGSPYAHMFEMPAGESSFANKSSVP

RE———————mmmmmmmmme TCGTQGFPRSCTWR-——————————— ===
BP-mmmmmm e e SRHARRCPHAAHWGPPLPTASHRRHRG-- -
PQGLEDSKR------ SKSLLPDHASDNPFLHTYGDDQRLV I GRCPSDPYK

TAGHHHNNPGSGYMLSKSLYPDRVTQNPFIPTFGDDQCLLHGSKSYFFRQ
* -

HSLPSQAVNDSYLRSSLR----STASYCSRDSRGHSDVY ISEHVMPYAAN
PTVAGASKTRPDFRALVTNKPVVSALHGAVPGRFQKDICIGNQSNPCVPN

--------------------- RVSSLESEV 1250
----------- GDLGTRRGSAHFSSLESEV 1323
KNTMYSTPRVLNSCSNRRVYKKMPSIESDV 1464
N----KNPRAFNGSSNGHVYEKLSSIESDV 1482

- *=-kk-%

1295
1307

1225
1275
1344
1356

1241
1304
1388
1406

1434
1456
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FAMILIA DE RECEPTORES

Familiade

Receptores Subunidades

AMPA
AMPA
_ AMPA
AMPA
Kainato
Kainato
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Kainato
NMDA
NMDA
NMDA
NMDA
NMDA
NMDA
NMDA

GRIAL1
GRIAZ2
GRIAS
GRIA4
GRIK1
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GRIKS3
GRIK4
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GRIN1
GRINZ2A
GRINZ2B
GRIN2C
GRIN2D
GRIN3A
GRIN3B
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» Estructua basada en dos 1 6:bulos que se clerran en Ia,unr on dei -
ligando. <

. LAOBP (2LAO) , QBP (1GGG)
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Residuos de interaccion en proteinas periplasmicas.
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Busqueda de estructuras It
y secuencias B ABP, AMPA, KA, NR2 .

METODOLOGJA
' PDB. NCBI

Alineamiento e l'- LALING: NR2B/Periplasmicas

s

de secuencias L ClustalW: NR2ABCD, NR2 especies
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Mutaciones de las :
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_ 1ggg, ligadora WSS Spdviewer 3,7b
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Docking de estructurasy
ligandos
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con ligandos
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Secu"enciaf"g de proteinas trabajadas._ *

Secuencias:

NR2B

Rattus Norvegicus GI-548372
Human GI1-14548162

Mus muscullus G1-20834664
NR2A GI1-2155310
NR2B GI1-508292
NR2C GI1-475550
NR2D Gl-475552

LALING

1GGG: Proteina periplasmica ligadora de glutamina

E-Coli, 238 residuos, 1,9A de resolucion.



I Herramigntas computacionales ™.
PDB § www.rcsb.org/pdb/

n,

www.expasy.ch

LALING Alineamiento multiple de segmentos de
dos secuencias. Blosum 50

o o
| www.expasy.ch

e
Cl IW Alineamiento de multiples secuencias.
usta ldentifica residuos identicos,

parecidos, genera secuencia consenso
Blosum

www.expasy.org/spdbv

- Mecanica molecular, visualizacion de
Spdviewer 3,70 estructuras, calculo de puentes de H,

identificacion de residuos, mutaciones,
minimizacion de energia.

Reco3.ams.sunysb.edu/gramm/
Docking
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lgoritmo &e\mcqm'cimiento ge

aimn = 1 en la superficie de la molécula

= p dentro de la molécula

= 0 fuera de la molécula

Dimn = 1 en la superficie de la molécula

= 9 dentro de la molécula

= 0 fuera de la molécula

omeétrico - GRE\MM

.__.r'

Funcion de
correlacion



RESULTADOS
ALINEAMIENTOS:

« NR2B de rattus norvegicus
¢ 1GGG

% de identidad

2lao0 |721 - 792 28,20
490 - 548 16,90
716 - 737 43,50

494 - 545
614 - /97
261 - 283




Secuencia de NR2B y la topologia propuesta

>gi| 508292 |gh | AAA50554.1| HHDARIE glursmaces recepror subunit
[Rattus norveglcous)

HEPSAECCSPREFVWLVLAVLAV SESEARSQESPPSIBIAVI LVGTSDEVA I KDAHEEDDF HHL SYVPRVEL
TAHRE TDFES I TRICDLHSDREIQFVWEADDTROEALIAD ILDF LEAQTL TP ILGIHEGSSH INADEDES
SHFF(F FPS TEQQA SV R INEEYONY IF S IVTTYFPRY ) DEVHEYRS TTENS FYGWEL EEVLLLIN(STD
DEDSEIMOLEKLOSPIILLY CYREEATY IFEVARSYEL T 0L G IWIVPSLVAGDTDIVPSEEPTELLISY
SYDENDYGLPARVRDGIAILY TRASDMI 5 EHSF IPEPES S CENTHERRTY () SHMLERYL 11V TFEGRNLS
FSEDGYMHPRLVITLLVEEREWERY BEWEDESL (MEYYVHP BMCPETEE( EDDHL S IVTLEEAPFVIVE
SVDIPLSGFTCHRATVEPCOKRIIS !u!mcmc:n TLERT SKSVEKE TEDLYLVT HGEHGERT
IEIHFHFIGMMELMHMMI ETGISVEV SRANGTEFSPSAFLERPE SADWEY
PEFYHLL IVSAYAYEVE T LGRAIL LY GLYFHESVIVIHPRGT Y 5161
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ENHRYHMEEFN(ROYDDAL L SLET GELDAF I VDAAVLNYMA CRDEGCELY T I CSORVEAS TEYCLAT(EDS
BNERVDLATLOLFED FEHMEELEAML WL TE I CHEEKNEVHE SOLDTDEMACVY T GARMAL SLITFIC

Péptido safiallll Reglinexiraceluarll]l Regldon Infracehdar Reglonas transmembramalesl
Regitn eracelular homologa con 1 000




Modelo para el sitio de union del glutamato en la region
amino terminal




Moedelo para el sitio de union de NMDA en la region
amino terminal




Region entre las zonas transmembranales TM4 y
TM5

eLa region entre las zonas transmembranales TM4 y TM5, en el

“docking” no mostré una interaccion significativa del glutamato y
NMDA.

« Esta region no es determinante para la union del ligando




El ligando tambien sufre modificaciones en la
Interaccion




CONCLUSIONES

= Es posible utilizar las proteinas periplasmicas como modelo para estudiar el
mecanismo de interaccion del receptor con el glutamato y NMDA debido a
gue estas proteinas tienen su estructura resuelta y el tipo de ligando que
enlazan son aminoacidos con grupos funcionales comunes, que
iInteractuan mediante mecanismos similares.

= EIl mecanismo de interaccion ligando — receptor esta determinado por
iInteracciones electrostaticas tipo puente de hidrogeno y puentes salinos
entre los grupos carboxilo y amino del ligando, con las cadenas laterales de’
los residuos R-519, N-515, algunas interacciones de Van der Wals con S-
520. Esto brinda h!amien@i teoricas, importantes para el disefio de
agonistas y antagonistas. .

= De las dos regiones homol
= 7 | o -
terminal present Si
significativas.

ogas
. - j : .
» union del ligando con interacciones
“del gTUtamato estaria determinada por la

estructura y secuencid en la zona amino terminal.



CONCLUSIONES

i

= Diferente al comportamiento de los receptores GluR2, donde la subunidad
S1S2, formada por dos regiones extracelulares, determina la union de los
ligandes. Este modelo propone la interaccion del glutamato y NMDA en
una sola region del qrq,[ninio extracelular. -
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= Las modificaciones ‘MI%I&S iIdas a la interaccion ligando —
receptor no suceden Gnicam struCtura del receptor, sino también
al ligando que debe encontrar la me fmacion para interactuar con

ol

-

los residuos en el sitio de union.
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