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Planificacion del proyecto

Definicion de objetivos, recursos para la realizacion del proyecto en el
tiempo prefijado por el tutor de la UOC. .

1 Introduccion

La organizacion del tiempo y los recursos disponibles es la clave para llevar a buen fin cualquier tipo
de proyecto. El objetivo de la planificacion del proyecto es determinar las_tareas necesarias, y_asignar
los recursos disponibles, para finalizar con éxito los objetivos propuestos en el tiempo prefijado por el
cliente.

Una buena planificacion tiene que identificar y resolver cada uno de los siguientes items.

1. cliente: Hay que definir quien es el “cliente” del proyecto. En un proyecto industrial es
normalmente el “comprador” o el “Director industrial”. En un proyecto cientifico existen
igualmente diferentes tipos de clientes. Por ejemplo, en un proyecto destinado a recibir una beca
de investigacion, el cliente final es el tribunal administrativo que lo evaluara y en consecuencia
admitird o denegara la beca. El mismo ejecutor del proyecto es cliente del mismo y parte
interesada, lo que nos lleva a distinguir entre clientes directos e indirectos.
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2. Objetivos: Los objetivos los suele determinar el cliente, pero siempre de forma vaga o
indeterminada. Normalmente tendremos un “tema o ambito” del proyecto y una enumeracion de
objetivos.

3. Tiempo prefijado: El cliente siempre exige un plazo de entrega del proyecto, y si no es asi exige
que la planificacién o el ejecutor del proyecto fije uno.

4. Recursos: Los recursos estan delimitados indirectamente por el cliente. Es decir un cliente
encarga un proyecto y ofrece, o no, ofrece un dinero o una compensacion por ello. Parece obvio,
pero no lo es, “el cliente encarga un proyecto a alguien, ese alguien puede ser una persona,
varias, un departamento, o una compaiiia. En todos los casos los recursos estan delimitados por
las personas que trabajaran en el proyecto, los medios temporales disponibles (disponibilidad) y
los recursos materiales en forma de maquinaria y dinero para subcontrataciones.

5. Tareas: El ejecutor del proyecto tiene que delimitar las tareas necesarias para alcanzar los
objetivos. Determinar exactamente los objetivos puede ser una de las tareas a realizar, esta parte
del proyecto se denomina etapa de analisis. Después de una etapa de analisis es normal que se
replanteen parte de la planificacion de un proyecto. En ocasiones cuando se encarga un proyecto
la definicion de objetivos puede ser vaga o imprecisa, o0 no ajustada a los recursos delimitados
por el cliente.

6. Asignacion de recursos a tareas. Una vez definidas las tareas queda el trabajo de repartir los
recursos disponibles entre las tareas a realizar. Para hacer la asignacion hay que tener en cuenta
el gasto de recursos de cada tarea y las relaciones temporales entre las mismas (cual va delante o
detrés, o cual se puede realizar paralelamente). La asignacion de tareas estd delimitada por el
plazo de entrega exigido por el cliente.

Una buena planificacion resuelve muchas dudas al cliente y al ejecutor, y sobre todo evita malos
entendidos y decepciones a la hora de determinas si se han cumplido los objetivos temporales y de
calidad al finalizar la ejecucion del proyecto. Si la planificacion es correcta, el ejecutor del proyecto,
fijara objetivos congruentes con los recursos disponibles, y en caso de comprobar que los recursos
que dispone no son suficientes puede advertir al cliente para renegociarlos.

Una planificacion es un documento vivo, y durante la ejecucion tiene que ser revisado y adaptado. Es
normal que la planificacion original esta basada en “hitos” o puntos de control en los que hay que revisar
la planificacion y readaptarla. En el caso de un proyecto cientifico como el nuestro, la incertidumbre de
lo nuevo hace que esta revision y adaptacion continua sea mds importante. Hay que tener en cuenta que
durante la ejecucion se puedan tomar distintos caminos, o incluso se puedan modificar o renegociar los
objetivos originales.

Un proyecto no se debe sobreplanificar, pues dedicariamos recursos valiosos para la ejecucion del
mismo. La planificacion hay que adaptarla a las necesidades de ejecucion del proyecto y a los
requerimientos que nos imponga el cliente.

2 Definicion del cliente del proyecto y los recursos

En este caso el proyecto esta encargado por el tutor de la UOC para evaluar si somos capaces de
desarrollar un tema cientifico en forma de documento, basandonos en un guion prefijado.

En nuestro caso el principal cliente es el tutor por delegacion del Director del postgrado y en un entorno
universitario avanzado. Otros clientes indirectos son los posibles cientificos que puedan leer nuestro
documento final y juzgar su validez dentro del d&mbito académico y cientifico. Igualmente nuestro
documento podra ser leido por alumnos de nuestro nivel y por tanto también debe ir dirigido a ellos.
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Como ejecutor del proyecto estoy especialmente interesado en su planificacion y también soy un cliente
indirecto del mismo.

Los recursos disponibles, somos nosotros mismos y el foro de la asignatura. Estamos limitados por
nuestros conocimientos previos sobre el tema, por la calidad de nuestro(s) ordenadores, y por el
acceso a programas y fuentes de informacion (bases de datos, revistas y libros) que pudieran ser de
pago. En todo caso, disponemos del acceso a las fuentes de informacion que nos facilita la UOC a través
de su biblioteca y de multitud de software libre que deberemos aprender a manejar.

3 Determinacion de los objetivos del proyecto

Los objetivos y requerimientos de ejecucion del proyecto se han entregado en forma de dos documentos:
La guia de estudio y el enunciado del proyecto. En el momento de redactar este
epigrafe de planificacion, se me ha asignado el tema del mismo por el tutor

“Estudio de las estructuras de receptores transmembrana: rodopsinas”, y he
realizado un breve estudio del tema para centrar los objetivos y tareas.
Como tarea previa a la planificacion he resumido en las siguientes listas los

objetivos y requerimientos “del cliente”.

3.1 Laguiade estudio:
1. El objetivo principal especificado en la guia de estudio es crear un documento, eminentemente
practico, que versara sobre uno temas estudiados durante el postgrado. Los objetivos basicos de
este documento son:

a. Poner en practica e integrar los conocimientos y habilidades adquiridos en el curso

b. Profundizar en estos conocimientos y sus problemaéticas a través del uso en situaciones
reales

c. Desarrollar la iniciativa suficiente para guiar la busqueda de resultados y la investigacion
de un caso real concreto

d. Situar el proyecto en un contexto bibliografico
e. Aprender a interpretar los resultados, resolver problemas y plantear nuevas cuestiones

La guia de estudio establece la estructura del resultado final de la ejecucion del proyecto en
forma de documento. Esta debe tener la estructura de un “articulo cientifico” y nos da el
esquema que tendré el documento final:

1. Descripcion del proyecto: planificacion (tiempo estimado), tareas, objetivos y riesgos en
su ejecucion, evaluacion.

2. Introduccioén (al problema bioldgico y al estado del arte)
3. Materiales y métodos (usados en el proyecto: secuencias, programas)
4. Resultados (del proyecto)

5. Discusion (de los resultados y de los materiales/metodos usados)




ESTUDIO DE LAS ESTRCUTURAS DE RECEPTORE TRANSMEMBRANA: RODOPSINAS

6. Bibliografia (no menos de 10 referencias, usadas durante el informe)

2. El enunciado del proyecto: Delimita el &mbito del proyecto y establece los requisitos minimos,
que en nuestro caso son:

a. 10 referencias bibliograficas deben ser analizadas

b. Estudio de 3 ejemplos practicos conocidos

c. Uso de las herramientas especificas (servidores WEB, bases de datos, ...)
d. Visualizacion y presentacion de todas las estructuras con RASMOL

El enunciado concreto de nuestro proyecto dice asi:

La prediccion de estructura de las proteinas es un campo vasto y complejo debido precisamente a la gran
variedad de éstas. En particular, las proteinas transmembrana han sido ampliamente estudiadas (no siempre
con éxito) debido a su importancia biolégica como elementos de filiro y comunicacion de sefales a ambos
lados de la membrana celular. Los receptores acoplados a proteinas G, como las rodopsinas, son
especialmente relevantes pues se relacionan con la percepcion de la luz, el olor o las hormonas.

No es de extranar que por ello, una gran proporcién de medicamentos estén basados en combinaciones o
alteraciones de estos receptores. Las rodopsinas son receptores de esta familia especializados en la recepcion
de luz (fotoreceptores). En este trabajo, el estudiante debe profundizar su investigacién en estudiar la funcién y
la relevancia de estas proteinas, las estructuras conocidas (p.e. rodopsina bovina), las bases de datos
disponibles con informaciéon especifica, y evaluar el funcionamiento de los programas de prediccion de
estructura sobre éstas.

Finalmente, es esencial saber relacionar todos estos aspectos con ejemplos practicos de disefio de
medicamentos que traten sobre éstas moléculas y documentar la relacién entre los ligandos y los receptores,
asi como los experimentos de docking que hayan sido llevados a cabo exitosamente.

Objetivos:
* Importancia bioldgica de los receptores transmembrana
* Estudio de los G protein-coupled receptors
* GPCRDB: analisis de la base de datos
* Las rodopsinas (estudio de funciones y estructuras conocidas)
* Otro caso de estudio: receptores de adenosina

* Aplicacion en disefio de farmacos de estas proteinas (casos documentados)

3.2 Reformulacion de los objetivos del proyecto.

Para adaptar todo este conjunto de requerimientos y objetivos al tiempo disponible, se hace necesario
concretar y reformular los mismos teniendo en cuenta el tiempo y los recursos disponibles. La
reformulacion que a continuacion presento en eminentemente practica y tiene el objeto de centrar los
temas y objetivos de cada parte del documento final. A cada epigrafe de la estructura del proyecto (en
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adelante cuando me refiera al proyecto me estard refiriendo implicitamente al documento final en si) le
voy a asignar un contenido concreto que se ajustara a los objetivos especificados en el enunciado
del proyecto. La preparacion de los contenidos requerirda la realizacion de distintas tareas, que
posteriormente enlazare en el epigrafe siguiente para darle un contenido temporal.

Los objetivos o contenido propuesto es una prevision, y puede que no coincida con el resultado final. La
etapa de redaccion del capitulo 2 (Introduccién) marcard principalmente el contenido final de los

capitulos 2,3,4y 5.

CAPITULOS OBJETIVOS / CONTENIDO TAREAS ASOCIADAS
CAPITULO 0 ¢ Realizar una busqueda
Descripcion del bibliografica basica. Y leer por
proyecto: ¢ Redactar un documento de planificacion encima para hacerse una idea
planificacion del proyecto en donde: general del proyecto

(tiempo estimado),
tareas, objetivos y
riesgos en su

e Se establezcan con claridad los objetivos.

e Definir el tiempo necesario para cada
objetivo.

e Redactar el documento de
planificacion

ejecucion,
evaluacion.
* Proteinas de membrana, tipos, ejemplos | e Basqueda bibliografica en
de aplicaciones bioinforméticas. reviews y libros sobre GPRCs.
¢ G-protein-coupled receptors (GPRC), e Extraer la informacion
tipos, Bioquimica y funcionamiento interesante e indexarla.
bésico. E,structura tnfhmensmnql. o Crear un indice
Interaccion con los farmacos. Ejemplos detallado(GCPRs)
de aplicaciones bioinformaticas — By da bibli ; fica detallad
CAPITULO 1 prediccion de la estructura. * Busqueda bibliogratica detallada

Introduccion (al problema
biologico y al estado del
arte)

e El caso particular de las rodopsinas.
Estructuras disponibles, medios de
estudio, homologia, métodos de
prediccion de las estructuras y estado del
arte. Interaccion con la membrana y
medios de simulacion. Interaccién con
los fArmacos, interés farmacolégico.

¢ Asociar y si es posible comparar los
conocimientos sobre las rodopsinas con
los receptores de adenosina.

sobre redopsina: Aplicaciones
practicas y Casos de estudio
interesantes

e Crear un indice detallado
(rodopsinas)

¢ Busqueda en bases de datos de
las estructuras y representacion
con RASMOL.

e Asociar todos los conceptos
extraidos y redactar el capitulo.

CAPITULO 2
Materiales y métodos
(usados en el proyecto:
secuencias, programas)

¢ Relacion de recursos especificos para el
estudio de GPRCs

e Relacion de software utilizado y util.
o Anadlisis de la Base de datos GPRCDB

¢ Buscar y Visitar las webs que
puedan ser interesantes.

¢ Hacer un catalogo de software y
bases de datos) disponible
consultado en Internet

e Visitar y analizar la base de
datos GPRCDB.

¢ Redactar el capitulo (cap 2).
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CAPITULOS

OBJETIVOS / CONTENIDO

TAREAS ASOCIADAS

CAPITULO 3
Resultados (del proyecto)

e Caso practico de interaccion con
farmacos 1 de rodopsinas.

e Caso practico de interaccion con
farmacos 2 de rodopsinas.

e Caso practico 3 de relacion rodopsinas —
otro GPRC y efectos sobre los fArmacos.

e (En los tres casos descripcion y analisis
de resultados)

e Realizar los calculos, y figuras
necesarios de cada caso.

e Redactar los resultados.

CAPITULO 4
Discusion (de los
resultados y de los
materiales/métodos

¢ Conclusiones.
e Perspectivas de Futuro

¢ Reunificar y extraer
conclusiones de los resultados y
comparar con lo redactado en

usados) capitulo 1.

CAPITULO 5
Bibliografia (no menos de
10 referencias, usadas
durante el informe)

., } .. referencias.
e Relacion de referencias utilizadas

en el formato de publicacion

cientifica escrito del proyecto.

Tabla 1 . Relacion de objetivos / contenido para la ejecucion del proyecto. En la mparte derecha se has
especificado las tareas necesarias para completar el contenido especificado en cada caso.

4 Distribucion de tiempos

Partiendo de las tareas establecidas en la Tabla 1 y usando el programa de planificacion de proyectos
Openproj (http://sourceforge.net/projects/openproj/ ) he distribuido el tiempo necesario estimado para
completar cada tareaFigura 1.

ERPriuoc - C:\Usersiramon',proyecto’Definicion del =laix|
=TH
llnenp"“ Archiva  Editar Vista Insertar Herramientas Proyectn Ayuda

J R BEe (oo o elsss A Ela & 7)< > |5inmtm ﬂ IS\novder\amientu LI INaGrupo vJ
_ ® Nambre Duracién Inicio ]29 jun 09 |6 jul 02 13 jul 09 |20 ul 09 27 jul 09 &
MDD LMD B EDL MMD P EDL MMh R EDL Mk i
1 EICAPITULD 0 - Descripcién del proyecto: planificacién (tien 3,5 days? 2/07/09 8:00 5/07/09 20:00 — -
2 Realizar una biisqueds bibliografica basica, ¥ lser por sndima par, 1,5 days? 2/07/09 8:00  3/07/09 20:00 i
3 Redactar el documento de planificacion 2 days? 3/07/09 20:00  5{07)09 20:00 % T
4 EICAPITULD 1 - Introduccién {al problema bioldgico ¥ al est 11,125 days? 5/07/09 20:... 16/07,09 23:00
5 & Bisqueda hiblingrafica en reviews y libros sobre GPRCs, 4 days? 5/07/09 20:00 |9{07/02 20:00
6 Extraer la informacicn interesante e indexarla 2 days? 9/07/09 20:00 | 11/07/09 20:00
——y 7 B Crear un indice detallado{GCPRs). 1 day? 11/07j09 23:00 12/07/09 23:00
& [B  Bisqueda bibliografica detallada sobre redopsina: Aplicaciones pr 2 days? 7/07/09 21:00 /07408 21:00
o B Crearunindice detalado (rodopsinas) 1 day? 9/07/09 21:00 |10/07/09 21:00
10 Blisqueda en bases de datos de las estructuras y representacién 1 day? 12/07/09 23:00 |13/07/09 23:00

Asociar bodas los conceptos extraidos v redactar el capitulo. 3 days? 13(07/09 23:00 |16/07/09 23:00
12 EICAPITULD 2 - Materiales y métodos (usados en el proyec 3,875 days? 12/07/09 2. |16/07/09 20:00

13 Buscar y vistar las webs que puedan ser interssantes, 1 day? 12/07/08 2300 |13/07/08 23:00

] £ 66 Bl

14 @ Hacer un catalogo de software v bases de datos) dispanible cons 0,5 days? 14/07j09 8:00 |14{07/09 20:00
| 5 Visitar y analizar |a base de datos GPRCDE. 1 day? 14/07/08 20:00 |15/07/09 20:00
16 Redactar el capitulo (cap 2). 1 day? 15/07/09 20:00 |16/07/09 20:00
17 EICAPITULD 3 - Resultados {del proyecto) 7 days? 16/07/09 2... 23/07/09 20:00
18 Realizar los calculos, v figuras necesarios de cada caso, 4 days? 16/07/09 20:00 20/07/09 20:00
19 Redactar los resultados, 3 days? 20/07/09 20:00 23/07/09 20:00
20 EICAPITULD 4 - Discusin {de los resultados y de los materi 5 days? 23/07/09 2... [28/07/09 20:00
21 Reunificar y extraer conclusiones de los resultados y comparar cc S days? Z3{07/09 20:00 26/07/09 20:00
22 EICAPITULD 5 - Bibliografia 2 days? 28/07/09 2... 30/07/09 20:00
23 Freparar el Istado definitivo de referencias. 1 day? 28(07/00 20:00 25/07/09 20:00
24 Incluir s referencias en el texto escrito del proyecto, 1 day? 29/07/09 20:00 30/07/09 20:00

4 | | K| | _"LI

Figura 1. Imagen de la distribucion de tiempos por tareas con Openproj (http://sourceforge.net/projects/openproj/ ).

e Preparar el listado definitivo de

e Incluir las referencias en el texto
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Para crear la planificaciéon temporal y la prioridad de tareas he tenido en cuenta la precedencia de tareas
(tareas que para iniciarse necesitan que una tarea predecesora esta finalizada), y las tareas que consumiran
mas recursos por ser mas complicadas o laboriosas.

En lineas generales el proceso global del proyecto comenzara por una revision general de la bibliografia a
nivel de review y libros académicos, para redactar un guién sobre proteinas de membrana y GPRCs.. Este
guién lo intentaré completar con las referencias mas actuales que pueda encontrar en las principales revistas.
Para evitar duplicidades elaboraré un esquema de contenido que me servira en el momento de la redaccion
para afiadir el texto comentado. El mismo proceso lo repetiré para el caso especial de la Rodopsina y los
receptores de la adenosina. El capitulo 1 espero que quede completado sobre el dia 15 de Julio.

Durante la revision bibliografica reuniré toda la informacién disponible sobre el software utilizado
normalmente en este tipo de estudios y las bases de datos existentes. Intentaré seleccionar algin software
sencillo que pueda ser empleado en el capitulo de “resultados”. Ia ejecucion del capitulo 2 esta asociada a la
redaccion del Capitulo 1.

Es muy importante que hasta el dia 15 recopile toda las estructuras, datos y software necesario para
comenzar con éxito el Capitulo de resultados. En esta parte intentaré reproducir algunos de los resultados de
los articulos que puedan ser asequibles al grado de conocimientos que haya alcanzado. Como es
comprensible, en estros momentos del proyecto aun no tengo una idea detallada de los casos practicos que
presentaré en esta parte. Estimo que esta tarea me llevara hasta el 23 de Julio.

Por dltimo, he reservado una semana entera para la discusion e inclusion de todas las referencias en el texto
del documento. Este tiempo puede parecer excesivo, pero en realidad es un “colchén” por si sufro algin
retraso en las etapas precedentes. Espero que el dia 28 este completamente finalizada la redaccion del
proyecto.

Los finales de las barras negras del grafico de Gannt seran los puntos de control en donde revisaré si la
planificacion se esta ajustando a las expectativas iniciales. Si encuentro desviaciones procederé a revisar la
planificacién. En todo caso si en alguna revision realizo cambios apreciables a la planificacion inicial incluiré
la nueva como anexo.
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5 Normas de redaccion y contenido del proyecto.

Después de hacer una pequena lectura de los reviews mas actuales que he podido encontrar en estos
primeros dias he extraido algunas conclusiones que me van a ser de gran ayuda para no perderme en el
universo de las proteinas de membrana.

En estos momentos el estudio de las rodopsinas y las GPRCs (G-protein-coupled-receptor) es un campo
muy amplio, el grado de alta dificultad técnica y el nivel necesario para entender los articulos
innovadores es muy exigente. Las técnicas experimentales que nos dan la informacion de partida son
muy diversas e innovadoras (microscopia de campo molecular, mutacion para sustitucion de residuos,
RX en estado solido, etc,) y en muchos casos solo existe uno o dos ejemplos de aplicacion “imposibles”
de reproducir con garantias a nivel bioinformatico.

Por todo ello en 1la

redaccion del Capitulo 1, | ERYFe) (St EV @cl 1 WsiTe) leTens
elegiré Unicamente varios

reviews significativos, los

res l’nlré e intentare ; Second Messengers in Signaling Pathways
U , Student Resources
completarlos con 10 o 12 ./Hormone

articulos que consideré Sl s

realmente lnnovadoreS. E ellular Signalin Exterior - Receptor
Bésicamente expondré en :
el texto las ideas
principales y los detalles
los remitiré a los articulos.

Signaling at the Cell Surface : Second Messengers in Signaling
Pathwavs

[» ]

Cytosol
PLC

Los comentarios a los
articulos seleccionados se
podran encontrar en el
texto de una forma similar
a como esta construido en
libro de Lodish (Molecular
Cell Bioloy
http://bcs.whfreeman.com/l
odish5e/ ). Entiendo que

Step-through Narrated

Select Step-through mode to view the animation as a series of discrete
steps, each with a descriptive caption.

Select Narrated mode to view the animation with audio narration.

W.H.Freeman & Co. | Biology | About This Book | Catalog | Order a Book | Contact Us | Tech Support | Privacy Policy

Figura 2 .- Molecular Cell Bioloy http://bcs.whfreeman.com/lodishSe/

este no es un proyecto de “copiar y pegar” sino de demostrar que el autor entiende los contenidos y
puede dar su punto de vista selectivo.

La seleccion de los casos practicos es muy delicada y sera un trabajo extraordinario que seguramente al
redactar el documento final quede reflejado en dos o tres paginas de resultados. Respecto a los casos
practicos intentaré que no sean una repeticion o casos aislados, sino que sigan un hilo conductor. De esta
forma el proceso de discusion serd mucho mas facil y congruente.
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Introduccion. Problema bioldgico y
estado del arte

1 Introduccion a las redes de senalizacion celular y
receptores transmembrana.

1.1 Comunicacion Celular

La comunicacién celular es la capacidad que tienen todas las células de intercambiar informacion
fisicoquimica con el medio ambiente y con otras células. La funcién principal de la comunicacion
celular es la de adaptarse a los cambios que existen en el medio que les rodea para sobrevivir a esos
cambios, gracias al fendmeno de la homeostasis. (http://es.wikipedia.org/wiki/Homeostasis )

Ninguna célula vive aislada. En todos los organismos multicelulares, donde se alcanza el grado
mas elevado de complejidad en la comunicacion célula a célula, la supervivencia depende de
una red compleja de comunicaciones intercelulares que coordinan en las células su respuesta a
los estimulos ambientales, crecimiento, diferenciacion y metabolismo.

Para que esta supervivencia se dé, es necesario que las células:
e Se comuniquen con las células vecinas
e Vigilen las condiciones de su ambiente

e Respondan de manera apropiada a diversos tipos de estimulos que llegan a su superficie
celular.

Las redes de senalizacion intracelular permiten el funcionamiento integrado de los sistemas
moleculares. Estas redes procesan gran cantidad de informacion y son elemento indispensable en la
comunicacion intercelular. Los organismos pluricelulares se fundamentan en una elevada
capacidad de relacion y coordinacion entre sus células. Las redes de sefalizacion intracelular
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integran las sefiales extracelulares e intracelulares elaborando de forma compleja respuestas
adecuadas a cada estimulo.

Biochem J. 2005 December 1; 382{Pt 23 249-26/1. FRCID: PMC1 316260
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Figura 3.- Articulo de Orton en donde se realiza una simulacion computacional re una red intracelular.
Fuente: http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pmcentrez&artid=1316260

Las entradas de estas redes son los receptores que captan las sefiales del exterior y que suelen
tener un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular. Estos
receptores pueden unir moléculas especificas solubles, llamadas ligandos, o interactuar con otros
receptores de membrana de otras células. En el articulo de (Legewie et al., 2008) hay un excelente
resumen de las redes de senalizacion celular (Figura 4) aguzadas por familias.

Existen numerosos estudios que utilizan elementos de estas redes de sefalizacion para comprender
el desarrollo del cancer y poder desarrollar agentes antitumorales. Por ejemplo, la ruta intracelular
de Ras-Raf-MEK-ERK es comin a muchas subredes de sefializacion que son activadas por
factores de crecimiento que se unen a receptores tirosin-quinasa y estimulan la proliferacion
celular. .

Los estudios basados en modelizaciones de las redes de sefalizacion que integran la
comunicacion de informacion entre los distintos tipos celulares pueden ser muy utiles. Por
ejemplo, el funcionamiento y coordinacion de las células del sistema inmune se basa en el
reconocimiento celular. Este tipo de estudios puede aportar informacion clave para
desarrollar nuevos tratamientos para enfermedades en las que el funcionamiento del sistema
inmune esta alterado.

Para poder modelizar una red de sefializacion necesitamos informacion sobre los elementos que la
componen y sus relaciones, como hemos visto interviene el medio, el “ligando”, el “receptor”
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Figure2 Induction and lifetimes of signal ransduction proteins (and their mANAs) at various positions in signal transduction networks. Signal transducers and signal
inhibitors were classified into groups of functionally similar proteins (8.g. receptor tyrosine kinases). Posttranslational regulatory interactions ameng these groups are
indicated by arows. Indivicual proteins are indicated by small boxes, which are divided into three parts. The left part indicates whether the factor is transcriptionally
regulated upon extemal activation of the pathway (red), while the centre and the right parts depict the protein and mRNA half-lives, respectively {see legend). Empty pars
indicate missing data. Funcional groups contairing rapid feedback inhibitors (RFIs) are highlighted with a dark grey background. AFIs possess short protein and mANA
half-lives and they regulate all levels of the signalling network, from receptors to terminal kinases.

Figura 4 .- Redes de sefalizacion celular. Fuente:(Legewie et al., 2008)

1.2 Los receptores de sefial

El concepto de receptores es importante porque cuando se libera la sustancia para que se den estos
tipos de comunicacion no se van a afectar a todas las células sino solo a aquellas que tengan el
receptor necesario.

Se define como receptor de senal (http:/es.wikipedia.org/wiki/Receptor celular ) a las proteinas
que permiten la interaccion de determinadas sustancias con los mecanismos del metabolismo
celular. Los receptores son proteinas o glicoproteinas presentes en la membrana plasmatica, en las
membranas de los organulos o en el citosol celular, a las que se unen especificamente otras
sustancias quimicas llamadas moléculas sefializadoras o ligandos, como las hormonas y los
neurotransmisores. Todos los receptores sin importar si son de membrana o intracelulares cumplen
dos caracteristicas: son especificos y tienen que ser bastante afines a su ligando.
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Figura 5 .- Fuente Keolman, Color Atias of Biochemistry, 2nd edition

1.2.1 Caracteristicas de los receptores:

-Mecanismos de sefializacion: todos los receptores estan asociados de una a otra manera a
mecanismos de sefalizacion que llamaremos de transduccion, es decir cuando una sustancia se une
al receptor sucede algo, estos son los segundos mensajeros ( sustancia que se genera por la
estimulacion del receptor por un primer mensajero). Los segundos mensajeros son intracelulares.

-Especificidad: un receptor es selectivo para un determinado tipo de ligando, pero la especificidad
no es del 100%, sino que también puede interactuar con sustancias parecidas, por lo que no
hay exclusividad. Todos los receptores sin importar si son de membrana o intracelulares cumplen
dos caracteristicas: son especificos y tienen que ser bastante afines a su ligando

-Redundancia: un mismo ligando se puede unir a varios recetores y producir la cascada de
amplificacion, redundancia porque sobre los receptores actia un mismo ligando, siendo
redundante el mismo ligando. O también puede ser redundante que varios receptores generen la
misma respuesta (redundante la misma respuesta)

-Diversidad: un ligando puede actuar sobre varios receptores y producir la cascada de
amplificacion, aqui se aplica el concepto de diversidad porque el ligando puede actuar sobre varios
receptores, es decir tiene diversidad para escoger sobre que receptor va a actuar.

1.3 Tipos de comunicacioén celular

1.3.2 Comunicacion de organismos unicelulares

Las células unicelulares procariotas como las bacterias y las células eucariotas viven en un medio
acuoso del que reciben multiples estimulos fisicoquimicos como la luz, temperatura, salinidad,
acidez, concentracién de otras sustancias, a los que responden generalmente con movimiento,
llamado taxia o tropismo http://es.wikipedia.org/wiki/Taxia (quimiotaxia, fototaxia, etc. ). Los
organismos unicelulares captan de su ambiente los estimulos y procesan la informacion que
reciben a través de una via de transduccion de sefiales, que controlan por ejemplo la direccion del
movimiento de sus seudopodos, flagelos o cilios.

Estos organismos unicelulares también producen sustancias similares a las hormonas, que son
captadas por individuos de su misma especie mediante receptores celulares especificos que se
encuentran en la membrana. Muchas de estas sustancias son proteinas (proteinas de membrana)
que tienen una secuencia de aminoacidos similar a la de organismos pluricelulares.

1.3.3 Comunicacion intercelular en organismos multicelulares
Las proteinas receptororas celulares encargadas de recibir sefiales fisicoquimicas del exterior
celular reciben las sefiales extracelulares por medio de los ligandos, uniéndose a ellas.
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Existen tres tipos de comunicacion celular segtin el ligando:
e Contacto celular con ligando soluble (hormona o factor de crecimiento).
¢ Contacto celular con ligando fijo en otra célula.

e (Contacto celular con ligando fijo en la matriz extracelular.

1.3.4 Sistemas de comunicacion celular

La existencia de organismos multicelulares, en los que cada una de las células individuales debe
cumplir con sus actividades de acuerdo con los requerimientos del organismo como un todo, exige
que las células posean un sistema de generacion, transmision, recepcion y respuesta de una
multitud de sefiales que las comuniquen e interrelacionen funcionalmente entre si. Estas sefiales
que permiten que unas células influyan en el comportamiento de otras son fundamentalmente
quimicas.

Hay varios tipos de comunicacion entre las células:, los mas importantes son: la paracrina, la
autocrina y la endocrina (http://es.wikipedia.org/wiki/Comunicaci%C3%B3n_celular ).

1. Paracrina: se da entre 2 células muy cercanas entre si. Es muy rapido, no necesita pasar al
torrente sanguineo.

2. Autocrina: se comunica consigo misma. Existen las internas, que es cuando no salen sustancias
de si misma, y las externas, que es cuando debe de liberar las sustancias para poder reconocerlas.

3. Endocrina: fue el primer tipo conocido, se descubrié con hormonas, porque las hormonas van a
componer lo que se conoce como un sistema endocrino en el sistema de comunicacion interna.
Necesita del torrente sanguineo y se da a largas distancias. Requiere de mayor tiempo de accion.

Figura 15-15 Los dos mecanismos

ENTRADA DE LA SENAL ENTRADA DE LA SENAL

principales de sefalizacidn
intracelular comparten

caracteristicas comunes. En ambos
cas0s una proteina sefial es activada
por la adicién de un grupo fosfato,

PP ) einactivada por la eliminacién del
® ® grupo fosfato. En (A) el fosfato es
anadido de forma covalente a la

proteina sefial, mediante una proteina
quinasa; en (B) una proteina
L sefalizadora es inducida a cambiar su

OFF
onN
‘ P TP) GDP por un GTP. Para poner de
- - manifiesto las similitudes entre ambos
SALIDA DE LA SERIAL SALIDA DE LA SERAL mecanismos, el ATP se muestra como
APP(E) el ADP como APP, el GTP como

GPP(P)y el GDP como GPP.

(A} SENALIZACION MEDIANTE {B] SENALIZACION MEDIANTE UNA
FOSFORILACION PROTEINA QUE UNE GTP.

Figura 6.- Mecanismos principales de sefializacion celular.

El primer receptor de membrana fue el receptor nicotinico de acetilcolina y se llamo asi porque es
muy parecido al receptor de nicotina, ya que los receptores son llamados de acuerdo al ligando con
el que fueron descubiertos. Este receptor nicotinico de acetilcolina pertenece a la familia de cuatro
dominios transmembrana, los receptores de esta familia se caracterizan porque son canales 16nicos.

1.4 Concepto de receptor farmacoldgico.
La gran mayoria de los fArmacos cumplen su mecanismo de accion a través de la interaccion con
los receptores de senales intercelulares. Estas estructuras son moléculas, generalmente proteicas,
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que se encuentran ubicadas en las células y que son estructuralmente especificas para un farmaco
cuya estructura quimica sea similar o complementaria al mismo.

La molécula del farmaco que luego de los procesos de absorcion y distribucion llega al espacio
intersticial tiene afinidad por estas macromoléculas receptoras y por ello se unen formando un
complejo fArmaco-receptor. Las uniones quimicas de las drogas con el receptor son generalmente
labiles y reversibles. Mediante la combinacion quimica de la droga con el receptor, este sufre una
transformacion configuracional que ya sea por si misma o a través de una induccion de reacciones
posteriores con la intervencion de los llamados segundos mensajeros origina una respuesta
funcional de la célula que es en definitiva el efecto farmacologico. A través del mecanismo
mencionado el farmaco puede provocar efectos tales como: la contraccion de un musculo liso o la
relajacion del mismo, el aumento o la inhibicion de la secrecion de una glandula, alteracion de la
permeabilidad de la membrana celular, apertura de un canal i6nico o bloqueo del mismo,
variaciones del metabolismo celular, activacion de enzimas y proteinas intracelulares, inhibicion de
las mismas, etc.

1.5 Interaccion del receptor con el farmaco
Hay dos parametros fundamentales en la accion del farmaco con el receptor:, la afinidad y la
eficacia o actividad intrinseca.

La capacidad de union o fijacion del farmaco al receptor esta determinada por la afinidad.
En cambio la capacidad para producir la accion fisio-farmacolégica después de la fijacion o
unién del farmaco se expresa como eficacia o actividad intrinseca.

Las sustancias enddgenas y exogenas actuan por interaccion con estructuras biologicas,
modificando de alguna forma su funcién. Cuando como consecuencia de la union del farmaco con
el receptor se generan algunos de los mecanismos descriptos y se crea un estimulo se dice que el
farmaco posee afinidad y eficacia o actividad intrinseca.

En este sentido, pueden afectar todo un sistema (accion inespecifica) o. La gran mayoria de los
compuestos endogenos y exogenos actian interaccionando con un receptor con una estructura
especifica para generar cambios selectivos, Para que se lleve a efecto dicha interaccion debe haber
una estrecha correlacion quimico estructural que posibilite la unién

Tanto la afinidad como la eficacia estdn determinadas por las propiedades moleculares del
farmaco, pero en general las caracteristicas estructurales quimicas que determinan la eficacia o
actividad intrinseca son diferentes de las que determinan la eficacia por el receptor. Es por eso que
un farmaco puede poseer afinidad pero carecer de actividad especifica.

La intensidad del efecto farmacoldgico se relaciona con varios factores:

e Cuando mayor es el nimero de receptores ocupados por el farmaco mayor es la
intensidad de la respuesta. Sin embargo, generalmente existe en la célula un numero
disponible de receptores, mucho mayor para algunas farmacos la ocupacion del 1-5% de
los receptores disponibles ya determina una respuesta celular maxima.
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Otro factor que modifica la intensidad del efecto puede ser la cinética de recambio de
los receptores. Como son de naturaleza proteica los receptores estdn en permanente
produccion o sintesis, ubicacion en los sitios celulares, regulacion y destruccion o
biotransformacion.

Aquel compuesto, que con relacion a un receptor posee afinidad y actividad intrinseca se le
conoce como un agonista.

Igualmente, aquellas sustancias que impiden la accion del agonista reciben el nombre de
antagonistas, que pueden ser

Competitivos: actuando en el mismo sitio receptor del agonista,

no competitivos , actuando en receptores diferentes pero influenciando la actividad del
ligando original y,

agonistas parciales cuando poseen cierta eficacia, pero menor que la del agonista
verdadero.

El conocimiento cada vez mds intimo de la accion de los agonista ha hecho posible descifrar la
causa de algunas enfermedades y de disefiar nuevos farmacos mas eficaces y selectivos que los
medicamentos de partida..

1.6 Familias de receptores
Hay dos grandes familias de receptores que son:

Receptores intracelulares o nucleares: son receptores que estan en el citoplasma o
adentro del nticleo pero la accion siempre va a ser dentro del nucleo.

Receptores de membrana: Asociados a membranas celulares o las de las organelas, es
decir algunos también estan dentro de la célula, pero no son intracelulares o nucleares
porque estan asociados a una membrana siendo entonces receptores de membrana. Todos
los receptores de membrana son proteinas integrales y todos ellos son
transmembrana.
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Figura 7.- Tipos de Receptores de membrana. Fuente: Lodish.
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2 Lamembrana celulary los receptores transmembrana

2.1 Lamembrana celular.

Para llevar a cabo las reacciones quimicas necesarias en el mantenimiento de la vida, la célula
necesita mantener un medio interno apropiado. Esto es posible porque las células se encuentran
separadas del mundo exterior por una membrana limitante, la membrana plasmatica
(http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana plasm% C3%Altica ). Ademds, la presencia de
membranas internas en las células eucariotas proporciona compartimientos adicionales que limitan
ambientes Unicos en los que se llevan al cabo funciones altamente especificas, necesarias para la
supervivencia celular..

La mayoria de las células tienen membranas internas ademds de la membrana plasmatica que

forman y delimitan espacios donde se llevan a
cabo las actividades bioquimicas de la célula.
Estas membranas constituyen ademds barreras
selectivas para el paso de sustancias y tienen
funciones especificas en cada caso. En el siguiente
link hay una presentacion excelente de las
funciones de las membranas
(http://www.johnkyrk.com/
cellmembrane.esp.html).

Todas las membranas biologicas estdn constituidas
principalmente por lipidos y proteinas. La mayor
parte de ellas también poseen hidratos de carbono
unidos a las proteinas y a los lipidos. La relacion
existente entre los lipidos y las proteinas de
membrana suele variar dependiendo del tipo de
membrana.

La bibliografia existente sobre las membranas
bioldgicas es muy amplia, los libros de biologia
celular y molecular normalmente tienen varios
capitulos que tratan el tema. En particular una
completa introduccion esta disponible en (
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?highli
ght=Structure. Membrane&rid=mboc4.chapter.186
1) el libro de Alberts a “Molecular Biology of
The Cell”, a traves del portal del NCBI.

2.1.1 Funciones bioldgicas de las membranas

A, Functions of membranes

— B. Composition of membranes

Membrare components

I!elalrepmporhon oflipids
/f (__..-—-‘1.’
. == = |::>
@
Herve cell: Flasma membrane

”Db@ @@

Ergthracyte: Plasma membrane
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Cardokpin

j Ll‘eroe" HEHTIEI membrans
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wilman, Color Allag of Biochemistey, 20 edilion © 2005 Thissms

Figura ~ 8.- Funciones de las membranas y su
composicion. Fuente Color Atlas of biochemistry

La membrana celular funciona como una barrera semipermeable, permitiendo el paso de pocas
moléculas y manteniendo la mayor parte de los productos producidos dentro de ella. Las
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membranas también funcionan como un puntos de anclaje para catalizadores enzimaticos. Y no

hay que olvidar que permiten

e Regular el transporte desde y hacia la célula y de los dominios subcelulares

e Mantener acoplados a los receptores que reconocen sefiales de determinadas moléculas y y

esta forma transducir la sefial al citoplasma.

e Permitir el reconocimiento celular.

e Servir de sitio de fijacion para la catalisis enzimatica.

e Proveer de "puertas" que permitan el pasaje través de las membranas de diferentes células

(gap junctions)

e Regular la fusion de la membrana con otra membrana por medio de uniones especializadas

Y ademas otras funciones vitales son: Direccionar la motilidad celular, servir como envoltura
de proteccion, ayudar a la compartimentalizacion subcelular y supracelular., proveer sitios de

anclaje para los

2.1.2 Estructura de las membranas. El modelo del Mosaico Fluido
Las membranas bioldgicas son bicapas lipidicas. En una célula real los fosfolipidos de membrana

G. Membrana celular
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Figura 9 .- Estructura de la membrana. Fuente.- Atlas de
fisiologia Huimana

se disponen una bicapa lipidica y
conforman  espacialmente  una
estructura tridimensional esférica,
que la rodea. Se representa,
cominmente en dos dimensiones
como: Una bolita con dos
extremidades (ver la figuras en la
wikipedia
http://es.wikipedia.org/wiki
/Bicapa_lip%C3%ADdica )

Cada  unidad  representa  un
fosfolipido
(http://es.wikipedia.org/wiki/Fosfol
%C3%ADpido ). La bolita, o
cabeza, es un grupo fosfato cargado
negativamente (y por tanto polar e
hidrofilico) y las dos colas
corresponden a  las  cadenas
hidrocarbonadas (apolares,
hidrofobicas) de los &cidos grasos
que esterifican al glicerol. Las colas
hidrofobicas se orientan una hacia la
otra creando un 4rea hidrofébica
dentro de la membrana. Esto deja los
grupos fosfatos mirando hacia el
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exterior, que es hidrofilico. El espesor de una membrana es de aproximadamente 5 nm. ( es
variable segtn el tipo de membrana)

La bicapa lipidica es semipermeable, es decir que algunas moléculas difunden a través de ella. Es
virtualmente impermeable a las grandes moléculas, relativamente impermeable a moléculas
pequenas como los iones cargados y muy permeables a las moléculas pequeiias liposolubles.

Hay que tener en cuenta que existen moléculas de colesterol "embebidas" en la membrana, el
colesterol es un componente necesario de las membranas bioldgicas. El colesterol rompe las
interacciones tipo Van der Waals entre las "colas" de los fosfolipidos. Esto hace que la membrana
sea mas fluida. Por lo tanto una manera de controlar la fluidez de la membrana es regulando el
nivel de colesterol en la misma.

Otra manera en la cual la célula controla la fluidez de su membrana es regulando la proporcion de
la saturacion (cantidad de dobles enlaces en las mismas, ver Figura 9) de las cadenas
hidrocarbonadas de los &cidos grasos ("colas") de los fosfolipidos.

Un grupo de fosfolipidos cuyos acidos grasos son saturados pueden agruparse muy cerca unos de
otro y formar numerosas uniones tipo Van der Walls que mantienen unidos a los fosfolipidos.
Aquellos que tiene cadenas insaturadas rompen las uniones Van der Walls y los grupos al impedir
que los fosfolipidos se acerquen.

2.2 Introduccioén a las proteinas transmembrana

Las proteinas de membrana representan el principal componente funcional de las membranas,
como hemos visto desempenian un papel fundamental en la regulacion y también en el control de
su permeabilidad. Las proteinas de membrana pueden clasificarse, utilizando como criterio el
grado de asociacion a esta, en “integrales”y“periféricas”.

e Las proteinas integrales estan firmemente unidas a la membrana y sélo se pueden liberar
por la accion de agentes que interfieren en las interacciones hidrofobicas tales como
detergentes, disolventes organicos o desnaturalizantes. Es asi como, las proteinas integrales
toman contacto tanto con el lado exterior, como con el interior de la membrana. Por lo
tanto se dice también que estas proteinas son de transmembrana. Casi en forma invariable
estas proteinas se encuentran asociadas con hidratos de carbono, por lo cual se las
denomina como Glucoproteinas, las cuales representan mas de un 70 % del total de las
proteinas de membrana.

e Las proteinas periféricas se asocian con la membrana a través de interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrogeno con los dominios hidrofilicos de las proteinas
integrales y con los grupos de las cabezas polares de los lipidos de membrana. . Las
proteinas periféricas de la membrana no penetran en el interior hidrofobico de la bicapa
fosfolipidica, asociandose con la bicapa mediante interacciones débiles (generalmente lo
hacen mediante uniones del tipo idnicas).

e filamentos del citoesqueleto o los componentes de la matriz extracelular.

La Identificacion directa del nimero de proteinas de membrana existentes utilizando técnicas de
protednomica es dificil, y hasta el momento estos estudios han proporcionado so6lo inventarios
superficiales. Sin embargo, las a-hélices de las proteinas de membrana son bastante féciles de
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identificar por medios computacionales, y los programas existentes pueden hacer una buena
prediccion. Los estudios computacionales estan de acuerdo en que entre 20% y el 30% de todos los
genes codifican paquetes de hélices de proteinas de la membrana (von, 2007).

2.3 Tipos de proteinas transmembrana segun su estructura

Las proteinas transmembrana son proteinas que contienen uno o mas fragmentos que atraviesan la
membrana celular. Son protefnas especialmente importantes ya que participan en la comunicacioén de
sefales entre los espacios extracelular e intracelular y son clave en el establecimiento de las
interacciones intercelulares.

Existen muchos tipos de proteinas transmembrana en funcién del nimero de veces que atraviesen la
membrana, las que atraviesan la membrana una sola vez se denominan proteina transmembrana de
paso unico y las que atraviesan la membrana numerosas veces se llaman proteinas transmembrana
multipaso.

Las zonas que atraviesan la membrana tienen los siguientes dominios.

1. En primer lugar una zona que pasa a través de la membrana, de caracteristicas hidrofobicas
para interactuar con los lipidos de la bicapa lipidica (membrana celular).

2. Ademas, un dominio citosolico en contacto con el interior y de caracter hidrofobico

3. y otro extra-citosolico en contacto exterior de la célula, de caracter hidrofilicos. El
resultado es una proteina anfipatica.

2.4 Transmembrana unipaso
Son las proteinas que atraviesan la membrana una sola vez. El extremo N-Terminal de la proteina
queda a un lado de la membrana, y el extremo C-Terminal al otro.

Los dominios de estas proteinas se caracterizan por:

e Dominios transmembrana: Presenta una estructura secundaria en o-hélice, con una
longitud de unos 20 a 30 aminoacidos. Los residuos laterales han de ser en su mayoria
hidrofébicos, como alanina, leucina, isoleucina, etc. para poder interaccionar con el interior
de la bicapa por fuerzas hidrofobicas y de Van der Waals. Es importante sefialar que el
interior de la hélice esta ocupado, y no sirve como canal. En los extremos de la hélice,
pueden estar residuos con carga, que interaccionan con la cabeza polar de los
fosfolipidos de la bicapa.

e Dominios no transmembrana: Son generalmente hidrofilicos y globulares, de longitud
variable, que se mantienen mediante enlaces de hidrogeno y fuerzas electrostaticas. En el
dominio extracitosdlico pueden presentarse enlaces disulfuro -S-S- y cadenas de
oligosacaridos, cosa que no ocurre en el dominio citosdlico.
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Figura 10 .- Bird-eye view of the membrane proteomes from the bacterium Escherichia coli (top) and the yeast Saccharomyces
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2.5 Transmembrana multipaso
Atraviesan la bicapa lipidica en dos o mds ocasiones, normalmente mediante varias o-hélice,
aunque hay casos de inserciones a través de -lamina.

Multipaso en a-hélice: Estas proteinas tienen tantas a-hélices como veces atraviesan la
membrana. Estas hélices se unen mediante bucles en sus dominios citosolico y
extracitosolico (“loops”). Las a-hélices pueden servir tinicamente como mero medio de
anclaje a la bicapa, o pueden formar un canal por el que puedan pasar diversas sustancias.
En este ultimo caso, las hélices tienen residuos hidrofobicos que dan por fuera del
canal, para interaccionar con la bicapa; mientras que los residuos que dan hacia el
canal interno son hidrofilicos. De esta forma, muchas sustancias polares que en ausencia
de proteinas no podian cruzar la membrana, ahora si pueden hacerlo. Para poder formar un
canal 16nico, se necesita un minimo de 5 a-hélices.

Las a-hélice pueden desplazarse, resbalando unas sobre otras, para producir un cambio
conformacional. Esto sirve para regular la abertura de canales, transportar compuestos por
permeasas y para la transduccion de sefiales como en el caso de la Rodopsina.

Multipaso en pB-ldmina: Mucho menos frecuentes son los casos de proteinas
transmembrana multipaso en B-ldmina. Ejemplos se dan en cloroplastos, mitocondrias y
bacterias. La B-lamina solo requiere unos 10 aminoécidos para atravesar la bicapa. Existen
proteinas con un nimero de -lamina desde 8 a 22.
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2.6 Funciones generales de las proteinas transmembrana.

En todas las membranas celulares hay proteinas transmembrana especificas que desempefian
actividades propias de la membrana en la que se encuentran. Por ejemplo, gran cantidad de
reacciones enzimaticas que se llevan a cabo exclusivamente en el reticulo endoplasméatico son
realizadas por proteinas transmembrana especificas del reticulo y el cambio de pH que se produce
en el interior de los lisosomas en los procesos de digestion intracelular se debe a la presencia de
canales i0nicos especificos para protones formados por proteinas transmembrana. Desde un punto
de vista biomédico muchas proteinas transmembrana localizadas en la membrana plasmatica son
receptores implicados en la comunicacion celular y en la sefializacion intracelular. Los receptores
empleados por muchos virus para adentrarse en la célula suelen ser proteinas transmembrana y los
canales i6nicos responsables de la transmision del impulso nervioso también son proteinas
transmembrana.

Exterior celula

Transporis Anclape ¥ conexion Receptares Erctimas

Figura 11.- Tipos de proteinas transmembrana por su funcion.

Generalmente las proteinas transmembrana localizadas en la membrana plasmatica se encuentran
asociadas con otras proteinas de membrana, transmembrana o no, formando complejos
supramoleculares que desempefian una funcion. Estos grupos funcionales se localizan en unas
zonas especiales de la membrana plasmatica que reciben el nombre de “lipid rafts” o balsas
lipidicas.

Las proteinas transmembrana desempefian un papel clave como sensores y transmisores de sefiales,
como formadoras de canales i6nicos y como componentes especificos de complejos
supramoleculares involucrados en funciones complejas (Muller et al., 2008).

El review de (Muller et al., 2008) establece cuatro funciones de importancia para las proteinas de
membrana, aparte de la funcion estructural:

1. Transporte (electrolitos, agua, nutrientes, cofactores eliminacion de sustancias
toxicas, etc)

2. reconocimiento molecular ( anclaje y conexién de anticuerpos del sistema
Inmunitario),

3. receptores de sefiales, (vision, olfato, gusto, conduccion eléctrica, etc),

4. transductores energéticos (enzimas)
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2.7 Familias funcionales de los receptores transmembrana
Los receptores transmembrana se pueden clasificar seglin el mecanismo de su funcion proteica y
numero de dominios intermembrana como:

(Fuente: http://www.scq.ube.ca/cell-surface-receptors-a-biological-conduit-for-information-
transfer/ )

2.7.3 Receptores ligados a enzimas. 1 dominio transmembrana:
El receptor tiene capacidad enzimatica, pero la accion enzimatica no es sobre su ligando porque el
ligando se une extracelularmente, mientras que la funcion enzimatica es intracelular.

El estudio de los diversos factores de crecimiento (proteinas de sefales extracelulares que regulan
el crecimiento) dio una luz sobre los receptores ligados a enzima-ligado, cuando se descubrié que
se utilizaban estos receptores. Las respuestas a los factores de crecimiento son generalmente
mucho mas lentas (del orden de horas) que las respuestas relacionadas con las otras dos familias de
receptores de superficie celular.. Las Enzimas ligadas a los receptores de la membrana que abarcan
s6lo una un grupo.

La cara interna del receptor actiia como una enzima, que se activa cuando los ligandos se une a la
parte externa del receptor. La mayor clase de los receptores de esta familia de proteinas actian
como tirosina quinasas http://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_tyrosine kinase , que fosforilan unja
cadena de residuos de tirosina en determinadas proteinasintracelulares.. Su funcion es muy simple:
La unidn de una sefial o ligando a la parte exterior-hace que la membrana que se dispare el proceso
en la cara interna de la membrana.

2.7.4 Receptores tipo Canal. Con 4 dominios transmembrana.
Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Ligand-gated ion_channel

Estos receptores son de accion rapida. Actian
por ejemplo en el sistema nervioso con tiempos e

de transmision muy pequefios (fracciones de ["Lal \ C
milisegundos) a través de las sinapsis, en. Las
Sefiales quimicas que llegan a los receptores en
forma de neurotransmisores, se translucen en
una sefial eléctrica en forma de una diferencia
de tension a través de la membrana plasmatica.

Ligand-gated ion channel

Cuando un neurotransmisor se une a este tipo
de receptor, se altera su conformacion para
abrir o cerrar un canal (a menudo a través de/o | Figura 12 .- Receptores tipo canal.

cerca de la del receptor) para el flujo de iones
Na2 +, K +, Ca2 + o Cl-a través de la membrana. Impulsado por su gradiente electroquimico (es
decir, uno de los lados de la membrana tiene numerosos iones, mientras que la otra parte tiene
pocos) los iones fluyen hacia dentro o fuera de la célula, creando un cambio en el potencial de
membrana, debido a la naturaleza positiva o negativa de los iones. Este flujo de iones a través del
canal son los que desencadenan el impulso nervioso.

Algunos ejemplos de receptores tipo canal son:
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Canal nicotinico de acetilcolina: Es el prototipo de los receptores asociados a canales
16nicos. Normalmente se encuentran en el misculo esquelético. Es un pentdmero (cada uno
con cuatro dominios transmembrana) con dos sitios de unién para el ligando. A través de
este canal pasa Na', cuando pasa la membrana se despolariza produciendo liberacion de
calcio y con esto la contraccion del musculo esquelético. Fueron descubiertos en el pez
torpedo. Inhibidores de este canal: Tubocurina, cobroxina y bungarotoxina..

Extracellular Fluic

Binding

’)l.\ l:‘;rlannsl sita \0
Acetyleholine - el ¢ g

} ...

membrane

Nicotinic ACh
receptors

. ‘ﬁ ‘hq ) ; Cytoplasm

1. @«

(B)

Figure 723 Nicotinic acetylcholine (ACh) receptors also function as ion channels. The nicotinic acetylcholine receptor contains a channel that is
dosed (g} until the receptor binds to ACh. {b) Nat and K* diffuse simultaneously, and in opposite directions, through the open ion channel, The electrocherical
gradient for Ma™ is greater than for K, so that the effect of the inward diffusion of Ma™ predominates, resulting in a depolarization known as an excitatory
postsynaptic potential (EPSF).

Figura 13.- Fuente: Text book of human physiology

2. Receptor para el glutamato: El canal mas estudiado para el glutamato es el de N—metil-D-

aspartato (NMDA). Tiene 5 subunidades de 4 dominios transmembrana; canal para entrada
del Ca. E1 NMDA es el tnico que tiene que ser coactivado ya que necesita ademas de Glu a
la Gly (coactivador) para que se pueda dar la entrada del Ca, pero aun asi se encuentra un
tapon de de Mg para esto se encuentra asociado a otro receptor de glutamato que se llama
AMPA, el cual mete Na el cual despolariza la membrana de provocando que se retire el
tapon de Mg y se pueda meter el Ca. Es un receptor que esta relacionado con el proceso del
aprendizaje. Fuente (http://en.wikipedia.org/wiki/Glutamate receptor )

Receptor GABA:Es el receptor del acido gama amino butirico (Es GABA, porque
hay un GABA5 que es de 7 dominios transmembrana)El GABA, tiene 5 subunidades
con 4 dominios cada una. Es el principal receptor inhibitorio del sistema nervioso
disminuyendo loa velocidad de disparo de las neuronas, esto porque el cloruro entra a
favor de gradiente de concentracion e hiperpolariza la membrana, por lo que serd muy
dificil activar un impulso nervioso. Este canal es muy importante en anestésicos,
puede unirse a barbitaricos, esteroides, picrotoxina y benzodiazepinas ( todos estos
favorecen la apertura del canal es decir favorecen la hiperpolarizacion de la
membrana. http://en.wikipedia.org/wiki/GABAA _receptor

2.7.5 Receptores asociados a proteinas G . 7 dominios transmembrana:
Normalmente se los conoce y denomina por GPCR (G-Protein-Coupled-Receptors) Es familia de
receptores con mas miembros identificados, y por supuesto la mas estudiada y el objeto de
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estudio final de este trabajo. I[gualmente grande es la diversidad de sefales quimicas que actiian a
través de los GPRC. Algunos neurotransmisores que se unen a canales de iones también se unen a
GPCRs (aunque en una forma mucho mas lenta). A pesar de la diversidad de los ligandos que se
unen a ellos, todos los GPCRs estudiados hasta la fecha consisten en una nica cadena
polipeptidica con siete dominios transmembrana. La uniéon de una ligando a este tipo de
receptor se traduce en el “activado” de una proteina-G en la parte interna de la proteina. Una vez
activada, esta proteina G-inicia un proceso que altera el comportamiento celular.
http://en.wikipedia.org/wiki/G_protein-coupled receptor

Los fotorreceptores de los 0jos, asi como los olfativos en la nariz de vertebrados, son miembros de
esta familia. Se trata de una antigua proteina en términos de evolucion, y se ha encontrado en los
organismos que van desde los seres humanos a la levadura. Hay proteinas estructuralmente
similares incluso en las bacterias, tales como la bacteriorhodopsin.

2.8 Importancia farmacolégica de las proteinas de membrana

Al igual que las demas partes de una célula, el mal funcionamiento de las proteinas de membrana
puede causar una amplia gama de enfermedades. No es este el lugar para examinar en detalle este
tipo de enfermedades, pero veamos soélo unos pocos ejemplos genéricos (la lista podria se
interminable).

e Enfermedades neuroldgicas y cardiacas provocadas por defectos en los canales idnicos,

e ceguera o insensibilidad a colores es causada por fotorreceptores (rodopsinas) no
funcionales,

e Las acuaporinas son fundamentales no sélo en el rifidn, sino también en, por ejemplo, en el
control de los accidentes cerebro vasculares.

e la fibrosis quistica es causada por mutaciones en el plegado de la proteina CFTR, un
transportador de cloruro en el pulmon.

e Por ultimo, en las mutaciones de las proteinas de membrana de orgadnulos como las
mitocondrias y peroxisomas subyacen muchos de los graves trastornos hereditarios [35].

Una de las razones del reciente aumento de la investigacion en las proteinas de membrana es su
importancia para la industria farmacéutica. Segun estimaciones recientes , el 30% de los blancos
farmacologicos de pequeiias moléculas que existen actualmente en el mercado son de GPRCs
(G-Protein-Coupled-Receptors), el 7% son los canales ionicos, el 4% son moléculas de
transporte, y otros receptores de superficie celular y proteinas son el 5 %. Igualmente, muchas
quinasas y fosfatasas son también blancos farmacoldgicos (también son proteinas de membrana).
En suma, mas de la mitad de los objetivos de los farmacos actuales son proteinas de
membrana.

Las proteinas de la membrana son también importantes en nuevos desarrollos de farmacos
(antibidticos) contra bacterias resistentes. Una forma de atacar a las bacterias resistentes es
bloquear o inhibir los canales de comunicacion celular de las bacterias basados en beta-proteinas
tipo barril.
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3 Biofisica de las proteinas de membrana. Interacciones
con la membrana.
(Muller et al., 2008; Skach, 2009; von, 2007)

La biologia estructural ha centrado los esfuerzos de investigacion en las proteinas de membrana de
importancia médica. Esto no significa que los bidlogos estructurales de proteinas humanas las
hayan elegido como objetivos Unicos, sino que el enfoque comin ha sido la de trabajar en
homologos bacterianos de proteinas humanas. La finalidad ultima de estos estudios
experimentales se ha centrado en determinar la estructura por cristalografia de rayos X o
por otras técnicas como RMN o Microscopia. El procedimiento experimental normalmente
comienza con una serie de proteinas homoélogas de una serie de diferentes bacterias para después,
mediante técnicas de biologia molecular se expresan estas en E. coli, y luego purificar las que
mejor se expresan y tienen un comportamiento bioquimico “tratable”. Por ultimo, se realizan los
ensayos de screening de cristalizacion con un numero elevado de variables (eleccion de detergente,
el pH, la precipitacion, los aditivos, etc) a menudo necesitan una gran cantidad de experimentos
con el fin de encontrar buenos cristales.

A pesar de este proceso muy engorroso, las estructuras tridimensionales de muchas proteinas de la
membrana se conocen ahora con resolucion atomica.

A i 3 : — .
Membrane and Protein Biophysics Resources ; ARCLHE) Dl el Ml LA s Lt
e Memibrane Proteins of Knawn 3D Structure : A current list of i Ahowt TOPDB
membrang protem structures determmed by x-ray and electron : H
EMRANE PRO ) STRUCTURS E':‘Q':‘:‘m" QLT S|EClt Fraes ) DR Eank 8o o s ! The Topolagy Data Bank of Transmembrane Proteins (TOPDE) is currently the most camplete
iy ¥ ! and comprehensive collection of transmembrane protein datasets containing experimentally |
v | derived topalogy information. It contains records for 1497 transmembrane proteins with |

! information gathered from the literature and from public datahases available on the World Wide

1 oWeh, 3

D : :
* ‘ The database collects the details of various experiments carried out to learn ahout the topalogy @
i of particular transmembrane proteins. The experimental techniques include fusion with reporter §
i enzymes, glycolysation studies, protease accessibility, immunolocalisation, etc. In addition to
| literature-derived data, an extensive collection of structural data was also compiled from Protein
i Data Bank (PDB) and from Protein Data Bank of Transmembrane Proteins (PDETh) by utilising
\ the TMOET algarithm. ]

IPLOpo 1 & curdted database of membrg
E Th

java applet developed for
natically by MPEx, 3 java-

| While literature-derived data can not ke collected automatically, data based on 3D structures |
| provides semi-automatic and continuously updated information for the database. Structural data |
i s the most reliable information about transmembrane topologies, but the topology information is
' often incomplete. Therefore, for each protein in the database the most probable topology &
ava-based tool for i consistent with the collected experimental constraints was also calculated using HMMTOP
vs of membrane protens i transmembrane topology prediction algorithm H
renadynamic principles |

M e '
by means o |
: :::':LUP_*_U i Each record in TOPDE also contains the indispensable information about the given protein such

: HPtono) derabase. Daons in e wviow, i i as its sequence, name, arganism and cross references to various datahases (FOB, FOETH, |
Version 3.0 Now Avalisbles " i UniFrat and literature references from Pubiiec). :

figura 14.- Bases de datos : http://blanco.biomol.uci.edu/index.shtml y
http://topdb.enzim.hu/?m=home&mid=0

La base de datos “The Membrane Protein Data Bank™ en paralelo con PDB, contiene enlaces y
utilidades diversas en relacion con las proteinas de membrana con estructuras resueltas
http://www.mpdb.ul.ie/index..asp , En la actualidad tiene 956 entradas. Desde 2008 esta disponible
la base de datos TOPDB (http://topdb.enzim.hu/?m=home&mid=0) de topologias, especializada en
las proteinas de membrana. En la actualidad tiene 1497 entradas. Otra de las mas importantes bases
de datos con abundante informacion es la MPtopo (http://blanco.biomol.uci.edu/index.shtml ).

El principal problema de la técnica de RX es la cristalizacion. Como hemos visto, las proteinas de
membrana para ser aisladas necesitan ser desplazadas de su medio mediante detergentes. Este
hecho implica que se tienen que buscar técnicas alternativas para elucidar su estructura
tridimensional.
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En el review de (Muller et al., 2008) y se detallan los métodos alternativos existentes. Como
alternativas eficaces se estdn empleando técnicas avanzadas de RMN (resonancia magnética
nuclear) en estado solid6 o en micelas (http://en.wikipedia.org/wiki/Micelle ) a efectos de simular
el ambiente natural de la proteina, y sobre todo, microscopia electronica de fuerza atémica.

La justificaciéon de emplear métodos experimentales alternativos no reside Unicamente en las
dificultades de cristalizacion. Como explicamos, las proteinas de membrana estdn incrustadas
dentro de la bicapa lipidica y su modelo tridimensional (y sobre todo su simulacién) en muchos
casos este es un factor determinante de su funcionamiento y estructura nativa.

Los factores a tener en cuenta al estudiar las proteinas de membrana son:

3.1 Naturaleza dinamica de las proteinas de membrana

Las proteinas de membrana tienen una naturaleza dindmica. Un experimento de RX unicamente
nos va a tomar una instantdnea de su dindmica molecular. La naturaleza dinamica contribuye a la
entropia conformacional y a modular las funciones alostéricas de algunas proteinas de membrana.
Los experimentos de RMN en rodopsinas (Werner et al., 2007) han demostrado la naturaleza
dindmica y los efectos alostericos. Este hecho ha sido también demostrado usando técnicas de
simulacion molecular de membranas.

La flexibilidad inherente de las proteinas, permite cambios conformacionales que pueden inducirse
mediante, union a un ligando, reacciones quimicas (fosforilacion), absorcion de luz (caso de las
rodopsinas), o cambios en el Ph del medio. Estd perfectamente establecido por ejemplo que la
absorcion de luz por la Rodopsina esta influenciada por el Ph del medio y por las posibilidades que
le ofrece el entorno (la bicapa lipidica) para modificar su conformacion terciaria.

3.2 Insercién de cargas en el interior de la proteina de membrana.

No solo se pueden acumular cargas eléctricas netas en las proteinas que forman canales i6nicos,
sino también algunas cargas netas debidas a reacciones quimicas son vitales para que la proteina
desarrolle su funcion. Un ejemplo interesante el papel de las cargas en los residuos Lys296 en la
rodopsina bobina. Este residuo esta situado en el centro de la molécula en la hélice transmembrana
7 (TM7) y estd unido de forma covalente a al cromoforo mediante una base de schiff
(http://en.wikipedia.org/wiki/Schiff base ). Un residuo cercano cargado negativamente contribuye
a la formacion de esta base, y por tanto a la formacion y estabilizacion de la molécula en su estado
funcional (Milligan, 2007; Palczewski, 2006).

3.3 El modulado de las funcién proteicas por
los lipidos y fosfolipidos.

Irremediablemente las proteinas de membrana estan
rodeadas de lipidos, y por tanto las propiedades
fisicas y quimicas de ambos van a estar afectadas por
este entorno. En el review de Muller (Fotiadis et al.,
2004; Muller et al., 2008) se pone de manifiesto este
hecho, no solo las estructura de las proteinas esta
afectada por los lipidos sino también la ordenacion
de los mismos en la cadena estd influida por la

The amine acid residues in the vicinity of the claomophore. (a) Schematic showing the side

presencia de proteinas. Tanto es asi, que algunas it b il 0.0 o Used sl

estructuras Cristalinas de bacteria_rodopsinasj ;r:mgr Note that the clromophore is coupled via the protonated Scl

mantienen incluso cristalizadas a algunos lipidos en

la estructura. Figura 15. -Representacion esquematica de los

aminoacidos a menos de 5 A de distancia del retinal,
cromoforo de la rodopsina. Fuente: Palczewski,
2006
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Algunos estudios de la rodopsina han mostrado que la transicion de la forma activa a la inactiva
puede estar mediada por algunos lipidos. Estos forman distintas estructuras que se ven favorecidas
por la presencia de algunas estructuras caracteristicas de los fosfolipidos. En el review de Lee (Lee,
2004) se han reunido todos evidencias experimentales encontradas y se presentan diversas
simulaciones sobre la actividad de las membranas.

Como indicamos anteriormente, la distribucion de cargas electrostaticas de los fosfolipidos de la
membrana, establece restricciones al acomodamiento de los aminoacidos en funcion de su
hidrofobicidad y polaridad. Véase las tablas de la Figura 16
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Figura 16.- Distribucion de los aminiaciodos por su polaridad en la bicapa lipidica. Fuente: (Muller et al.,

2008)
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3.4 El ensamblado de las proteinas en la membrana.

La dindmica del ensamblado de
las proteinas en la membrana es
aun hoy en dia un mecanismo
desconocido. Algunos de los
factores que parecen intervenir ya
los hemos discutido, como son: La
distribucion disimilar de cargas por
acumulacion de ciertos
aminoacidos el dominio
intermembrana, la formacion de
posibles enlaces entre hélices y la
presencia de lipidos
transmembrana (colesterol) que
actien a modo de pegamento.
Pero estas son mas bien fuerzas
que mantienen la estructura
terciaria 'y no son las que
facilitan de manera
determinante la insercion de la

proteina en la membrana.

Utilizando técnicas de
microscopia electronica se ha
llegado a la conclusion que uno
de los factores determinantes de
la estabilizacion estructural de
las proteinas en la membrana es
la formacion de oligdbmeros de
proteina en la bicapa. En el caso
de la rodopsina se ha comprobado
la formacién de dimeros y se esta
estudiando la importancia de este
fendmeno incluso en el caso de los
mGLuR
(http://en.wikipedia.org/wiki/Metab
otropic_glutamate receptor ) se ha
encontrado que la funcidén esta
asociada al cambio de
conformacion de dos mondmeros
asociados por un puente de azufre
(Fotiadis et al., 2004; Gurevich and
Gurevich, 2008; Milligan, 2008;
Milligan, 2007; Palczewski, 2006;
Suda et al., 2004).

Figura 18.- AFM of a native disc membrane adsorbed on mica and imaged in
buffer solution. A: Overview height image of an open, spread-flattened single-
layered disc membrane isolated at room temperature and never exposed to low
temperatures. Four different surface types are discerned: the rhodopsin packed
areas (types 1 and 2), lipid (type 3) and mica (type 4). B: Height profile along
the broken line in A. C: Deflection image of A at higher magnification:
rhodopsin paracrystals are evident (broken ellipse). Inset in C: Deflection image
of a rhodopsin paracrystal at higher resolution. One row (arrow) of rhodopsin
dimers (arrowheads) forming the paracrystal is indicated. Frame size of the inset
in C: 56 nm. Vertical brightness ranges: 19 nm (A), 0.5 nm (C) and 0.3 nm (C,
inset). Fuente: (Fotiadis et al., 2004)

extracellular side
Figura 17 .- Model for the packing arrangement of rhodopsm molecules within
the paracrystalline arrays of native disc membranes . A: Side view of a
rhodopsin dimer, the building block of the paracrystal. Contacts between
monomers are formed by the transmembrane helices IV (yellow-green) and V
(yellow). Most of the interacting residues are located on the cytoplasmic loop
between helices H-11I and H-I1V, and on the C-terminal region. Other interaction
sites are located within the membrane. Both areas contain hydrogen bonds as
well as interactions of hydrophobic nature. B: Cytoplasmic side (top) and
extracellular side (bottom) of thodopsin oligomers. Positions of helix ends are
marked by colored discs and the corresponding helix numbers. Extracellular
and cytoplasmic loops are drawn schematically at the corresponding locations.
Contacts between dimers are created entirely by the intracellular loop between
H-V and H-VI from one monomer with the loop between H-I and H-II and the
C-terminal residues from the partner monomer. Only half of a second row of
rhodopsins is shown. The contact between double rows is created mainly by
hydrophobic residues from H-I close to the extracellular side. The lipid
molecules initially included in the model for molecular dynamics are not
displayed. Fuente: (Fotiadis et al., 2004)
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3.5 Las variaciones de energia del medio determinan el camino de reaccion de las
proteinas de membrana.

El plegado de las proteinas en la membrana, su conformacion y funcion puede depender también
de innumerables inter e intrarelaciones moleculares. Estas relaciones moleculares dependen en
muchos casos de las interacciones con el medio tales como: variaciones locales del pH,
concentraciones de electrolitos (o cargas eléctricas en ambas caras de la membrana),
modificaciones bruscas de la temperatura, aumento de concentraciones de lipidos, otras proteinas o
moléculas extranas (por ejemplo farmacos).

En la Figura 19, se vemos como afecta a la estabilidad de los distintos estados conformacionales
de una proteina la modificacion de algiin parametro ambiental. En la figura A vemos el perfil
energético y la poblacién de los estados en una situacion ambiental, y en B una vez se ha
modificado dicho perfil energético. Se observa que en B después del cambio la poblacion relativa
de los tres conformeros de la figura A ha cambiado, e incluso el conformero mas poblado en B, no
se corresponde con ninguno de A.

Figura 19.- Energy landscape changes upon ligand binding. A, rugged
energy landscape of a structurally flexible protein showing many energy
minima assigned to conformational substates. Each substate is populated
differently. In principle, each of these substates may bind certain specific
ligands. B, interactions occurring upon ligand binding change the energy
landscape. In some cases new substates may be created and conformational
substates that bind the ligand will be favored over substates. Such changes in
substates and their populations may modulate protein function and also may
lead to protein destabilization and malfunction. Fuente: (Muller et al., 2008)
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4 Receptores acoplados a proteinas G (GPCRS).

Basado fundamentalmente en: (Mustafi and Palczewski, 2009; N.Barton and F.E.Blaney, 2007;
Palczewski, 2006)

4.1 Introduccion

En las secciones anteriores hemos visto la enorme importancia médica y farmacologica que tienen
las proteinas de membrana. La diversidad de familias dentro de las proteinas de membrana es muy
grande, cada una con sus caracteristicas funcionales y estructurales. Sin embargo la biofisica del
capitulo 1.5 es aplicable con mayor o menor coincidencia a todas las familias, y en especial a los
receptores acoplados a proteinas G (GPRCs en adelante). Los GPRCs tienen una caracteristica
distintiva: A pesar de que sus secuencias tienen muy poca homologia, las caracteristicas
topoldgicas se mantiene en toda la familia, se componen de 7 dominios transmembrana, tres
dominios (loops) extracelulares y tres intracelulares, la parte N-Terminal es extracelular y la
parte C-Terminal es intracelular

En este capitulo, sentaremos las bases funcionales y estructurales de los GPRCs con especial
atencion a la familia de las Rodopsinas. Posteriormente, en siguientes capitulos aplicaremos
técnicas computacionales para conocer su funcionamiento y como se aplica al desarrollo de
farmacos.

4.2 Clasificacion de los GPRCs
http://en.wikipedia.org/wiki/G_protein-coupled_receptor

Desde que en 1974 se publicaran las primeras secuencias de GPRCs, el numero de receptores de
esta familia ha crecido sorprendentemente hasta superar casi los 1000 (sin incluir los receptores
olfativos que son aproximadamente 460), se observa que a pesar de esto, hay una falta general de
homologia entre las secuencias de la familia. No obstante los GPRCs se han agrupado
tradicionalmente en 6 clases atendiendo fundamentalmente a la similitud de las secuencias de sus
dominios transmembrana (7M) y a su funcion bioldgica (Schioth and Fredriksson, 2005).

e (Clase A (Rhodopsin-like).

e (lase B (Secretin receptor family)

e C(lase C (Metabotropic glutamate/pheromone)

e (lass D (Fungal mating pheromone receptors)

e (lass E (Cyclic AMP receptors)

e C(lass F (Frizzled/Smoothened)

e Huérfanos: Es el grupo de los cuales no se conoce su funcion (sobre 800)
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GLIDA : GPCR-Ligand Database

version 2.02 10/ 272008

GPCR Classification Introduction

GPCR Search
Ligand Search
| search Acknowledgments

Download Manual

¥ GPCR classes <GPCR3257(HUMAN 1026 RAT:347 MOUSE: 1564) / Ligand 30399=
B Class A Rhodopsin liKe =GPCR:3004(HUMARN: 318 RAT:269 MOLSE 1797) / Ligand: 28678=
P Class B Secretin like <GPCR:109(HUMAN: 48 RAT: 26 MOUSE:35) / Ligand: 249=
B Class © Metabotropic glutamate / pheromone <GPCR:S5(HUMAN. 40 RAT:25 MOUSE:31) / Ligand:272=
W Class D Fungal pheramone =GPCR:O(HUMAN.D RAT:0 MOLISE:D) / Ligand 0=
P Class E cAMP receptors (Dictyostelium) <GPCROMHUMAR:D RAT:0 MOUSE:D) i Ligand:0=
B Ocular 2l0inism proteing «GPCR: 3(HUMAN.2 RAT:0 MOUSE:) / Ligand: 0=
P Frizzled/Smoothened family <GPCR:4S(HUMAR:16 RAT 7 MOUSE 20 f Ligand: 0=
¥ Putative families «EPCR:254(HUMARN $1 RAT:42 MOUSE: 201 / Ligand:0=
P vomeronasal receptors (V1R & W3R <GPCR:180(HUMAN13 RAT:7 MOUSE 160) f Ligand: 0=
P Taste receptors T2R <GPCR:104HUMAN 28 RAT:35 MOUSE:41) f Ligand:0=
¥ Orphans «GPCRASTHUMAR, 117 RAT:16 MOUSEB4) / Ligand:11=
P Putative / unclassified GPCRS «GPCRAS7(HUMAN 117 RAT1 6 MOUSE 4 £ Ligand 1=

Fharmacolnformatics Laboratory, Kyoto University

Figura 20.- Clasificacion de los ligandos de los GPCRs, se indica en cada caso el numero de
componentes de cada familia. fuente-: http://pharminfo.pharm.kyoto-u.ac.jp/services/glida/

4.2.1 Elementos comunes de los GPRCs

Como ya hemos detallado, el dominio de siete hélices-a (7TM en adelante) es elemento comin a
todos los GPRCs. Este dominio se compone de regiones de entre 25 y 35 residuos con un alto
grado de hidrofobicidad. Las siete hélices-o atraviesan la membrana en sentido anti-horario,
formando tanto en el exterior como en el interior celular un motivo reconocido ampliamente por
las técnicas de microscopia electronica. Este motivo especifico que “asoma” por la membrana,
unido a la cavidad formada por las hélices es peculiar de los GPCRs. Esta parte de la secuencia de
los GPCRs es generalmente la mejor conservada y es la que normalmente se emplea para
identificar a los nuevos GPCRs y en mineria de datos de genomas.

Otro elemento comiin son los residuos de cisterna en los loops extracelulares 1 y 2, que se
encuentra en todos las familias de GPCRs de mamiferos con excepcion de los receptores Taste2.
Cabe destacar que no se ha encontrado un motivo comun a las cinco familias de GPCRs.

La base de datos GPCRDB (http://www.gpcr.org/7tm/data/ ) contiene una clasificacion de las
GPCRs empleando perfiles. Desde su seccion de “downloads” es posible descargarse tanto los
alineamientos como los perfiles empleados para los alineamientos multiples (Horn et al., 2003).
Igualmente es posible identificar los residuos conservados por familias mediante JallView y RdDb
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Figura 21.- Imégenes del alineamiento de los receptores de adenosina tipo 3 (aa3r_human), alineados con la
Rodopsina Humana. A la derecha vista “snakel-ike”. De los Residuos conservados y de las mutaciones disponibles.
La imagen de la izquierda se ha realizado con JalView. En la Imagen se puede comprobar que si bien la
conservacion es buena entre los miembros de la familia, frente a la rodopsina (ultima secuencia) inicamente
hay conservadas pequefias zonas

Available mutation data is indicated by white residues and are hyperlinked to pages describing mutation(s) at this position. Deletions of the sequence
have been introduced to avoid too long loops. They are represented by white circles with "
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Un reciente (y excelente) articulo de (Gloriam et al., 2009), emplea estudios de homologia de los
motivos transmembrana para elaborar una clasificacion detallada de los GPCRs tipo
Rodopsina (En adelante Rodopsinas). En este articulo se usa la homologia de los sitios de union
de los ligandos para hacer un mapa de la familia de las rodopsinas.

CHRML/M,
CHRMZ/ M,
CHRM3/M:
CHRM4 /M,
CHRMS /M,
HRH3 / H,
1RH4/H,
1RH1/H,
HRH2 / H
HTR6/5HT, v
HTR28 /5-HT,, !
HTRC /5-HT,. W+l
HTR4/5-HT, vl
HTRSA /5-HT., lvMl"
HTRIA/5-HT,,
HTR7/5HT, WV
HTRIE /5-HT,, vl
HTRIF /5HT, W [
HTRIB/5-HT, W
HTRID/5-HT,, [l
HTR2A/5-HT,, vl
a

ADRALA /2,

Faarily A mospon based on the eference s of 44 rsdues fn he TM bundle binding  Fire 4. Dendogram andalignment of the human aminergic receptors based on the residue positions in the aminergic binding site as defined
wotding 1o brosd ligend ypes. For receplor nomenclatur, the offiisl Gene and, by evolutionary trace analysis. Receptors have been named usinghboth the ofFicial Gene and TUPHAR conventions. The amino acids are color-
coding according to physicochemical properties. The residue positions are indexed using Ballesteros—Weinstein numbering.#

Figura 23.- Mapa de la familia de las rodopsinas basandose en la homologia de los sitios de union transmembrana,
a la derecha residuos conservados en algunas de las subfamilias de Rodopsinas.

Aunque los articulos de Palczewski y Gloriam de 2009 sean
mucho mas actuales, hay que destacar dos articulos de base
(Fredriksson et al., 2003; Teller et al.,, 2003) que tratan la
homologia de los GPRCs. Estos estudios nacieron de la
aplicacion de tecnicas de modelos ocultos de Markov sobre la
integridad del genoma humano para cimentar las bases de la
clasificacion GRAFS. En su articulo de 2003 Fredriksson
genera el primer mapa completo de los GPCRs de un
mamifero, y muestra las relaciones de paralogia entre las familias.
El estudio de Teller (y tambien Palczewski) es el primer estudio
de homologia-estructural detallado de la familia GPCR modelo
por excelencia, las Rodopsinas. El metodo de puntuacién incluye
un término que penaliza los cambios energeticos (sobre todo
fuerzas de enlaces de hidrogeno) en el sitio de union del retinal, la
estrucrtura de referencia para hacer Iso modelos de homologia es
uno de los modelos de la Rodopsina (1HZX) . Este estudio explica
la diversidad fisiologica del sentido de la vision en los vertebrados,
y fundamenta las bases moleculares de la modulacion del sentido
del color, auque como bien dicen en la discusion, el analisis
cuantitatico de la modulacion no es posible mediante estas tecnicas

Figura 22.- Imagen del receptor 3 de
adenosina alojando en su interior a la
Niguldupurina. El  extremo N-
terminal esta orientado hacia arriba.
Imagen obtenida con Swiss-Model

. La posibilidad de disponer de “genomas” enteros permitira en un
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futuro explicar la modulacion (cualitativamente) de muchos sistemas fisiologicos mediante esta
técnica.

4.2.2 Laimportancia del residuo N-Terminal

El residuo N-Terminal tiene un papel determinante en la funcionalidad de muchos GPCRs. Cuatro
de las seis familias de GPCRs tienen un extremo N-Terminal largo que contiene diversos tipos de
sitios de union especificos. Un ejemplo peculiar es receptor metabotrépico del glutamato
(Figura 48), que presenta un dominio extracelular con su propia estructura terciaria. Actualmente
este dominio transmembrana se ha podido cristalizar y esta sirviendo como base para el desarrollo
de farmacos (http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do? structureld= 1IEWK ). Como veremos
mas adelante, la existencia de este dominio extracelular, no impide que algunos ligandos ( o
farmacos) encuentren su sitio de unién en los dominios transmembrana. (Schioth and
Fredriksson, 2005; Schioth et al., 2007).

Las “Adhesion GPCRs” tienen también un extremo N-Terminal largo debido a que su funcion
principal es la transmision entre células cercanas. En la familia de las “Secretin GPCRs” el extremo
N-terminal sirve como sitio de union a ligandos hormonales.

En el caso de las Rodopsinas, el extremo N-Terminal suele ser muy corto y normalmente el
ligando tiene su sitio de union entre las regiones 7M.(Figura 22). Existen sin embargo algunas
rodopsinas con el sitio de unidn en el extremo N-Terminal, como es el caso el receptor de la
hormona luteizante http://en.wikipedia.org/ wiki/Luteinizing_hormone/
choriogonadotropin_receptor.

4.2.3 Laclasificacion de IUPHAR.

Una clasificacion basicamente similar es la que puede encontrar en la base de datos [UPHAR
GPCR Database (Foord et al., 2005; Harmar et al., 2009), en la que estan agrupados en 4 clases
en funcion de la homologia de las secuencias con tres prototipos: Rodopsina, secretina, y el
receptor matabotropico de glutamato. Adicionalmente se ha afiadido los receptores “frizzled
and smoothened” como una clase separada. Esta clasificacion estd regulada y mantenida por la
IUPHAR. La tabla de los GPRCs accesible desde la wikipedia esta basada en esta clasificacion.

Casi la mitad de los receptores de Clase 1 (Rodopsinas) se cree que son los responsables de la
deteccion del olor, sabor y luz, aunque muchos de ellos han sido clasificados como sensoriales por
razones de homologia. Relativamente pocos receptores de la clase 1 tienen evidencia experimental
de que actian como receptores sensoriales En la lista de la IUPHAR solo se incluyen los GPCRs
no sensoriales, no incluyendo la familia de las opsinas, la familia de los sesores del gusto y del
olfato y casi 400 potenciales sensores olfativos.
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Transmembrane receptor: G protein-coupled receptors

Adrenergic fot (A B.D)-a2(A B C)-B1-B2-B3
. . CysLT (1,2) - LTB4 (1, 2) - FPRL1 - OXE - Prostaglandin (DP (1, 2), EP (1, 2, 3, 4), FP) -
[Eicosancid IProstacchin - Thromboxane
INeuropeptide
IOrphan
JPurinergics
Class A: )
Rhodopsin  fS€rotonin
like
JAngiotensin (1, 2) - Apelin - Bile acid - Bombesin (BRS3, GRPR, NMBR) - Bradykinin (B1,
B2) - Cannabinoid (CB1, CB2) - Chemokine - Cholecystokinin (A, B) - Dopamine (D1, D2,
D3, D4, D5) - EBI2 - Endothelin (A, B) - Estrogen - Formyl peptide (1, L1, L2) - Free fatty
acid (1, 2, 3, 4) - FSH - Galanin (1, 2, 3) - Gonadotropin-releasing hormone (1, 2) - GHB
receptor - Ghrelin - Histamine (H1, H2, H3, H4) - Kisspeptin - Luteinizing
hormone/choriogonadotropin - lysophosphatidic acid (1, 2, 3) - Lysophospholipid (1, 2, 3, 4,
JOther 5,6,7,8)-MAS (1, 1L, D, E, F, G, X1, X2, X3, X4) - Melanocortin (1, 2, 3, 4, 5) - MCHR (1,
2) - Melatonin (1A, 1B, 1C) - Niacin (1, 2) - Motilin - Opioid (Delta, Kappa, Mu, Nociceptin &
Zeta, but not Sigma) - Olfactory - Opsin (3, 4, 5, 1LW, 1MW, 1SW, RGR, RRH) - Orexin (1,
2) - Oxytocin - Oxoglutarate - PAF - Prokineticin (1, 2) - Prolactin-releasing peptide -
Protease-activated (1, 2, 3, 4) - Relaxin (1, 2, 3, 4) - Somatostatin (1, 2, 3, 4, 5)
Sphingosine-1-phosphate (1, 2, 3, 4, 5) - SREB - Succinate - TAAR (1, 2,3, 5,6, 8,9) -
Tachykinin (1, 2, 3) - Thyrotropin - Thyrotropin-releasing hormone - Urotensin-Il -
[Vasopressin (1A, 1B, 2)
|Or han GPR (56, 64, 97, 98, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 123, 124, 125, 126, 128, 133, 143,
renan 144, 157)
Class B: |Brain-specific angiogenesis inhibitor (1, 2, 3) - Cadherin (1, 2, 3) - Calcitonin - CALCRL -
Secretin like CD97 - Corticotropin-releasing hormone (1, 2) - EMR (1, 2, 3) - Glucagon (GR, GIPR,
IOther GLP1R, GLP2R) - Growth hormone releasing hormone - PACAPR1 - GPR - Latrophilin (1, 2,
3, ELTD1) - Methuselah-like proteins - Parathyroid hormone (1, 2) - Secretin - Vasoactive
intestinal peptide (1, 2)
TASIR (1, 2,3) - TAS2R (1, 3, 4,5, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 38, 39, 40, 41, 43, 44, 45, 46, 47,
Class C: Taste 48 49 50)
Metabotropic| T
glutamate /
pheromone fother [calcium-sensing receptor - GABA B (1, 2) - Glutamate receptor (Metabotropic glutamate (1,
| I2.3.4,5,6,7, 8)) - GPRC6A - GPR (156, 158, 179) - RAIG (1, 2, 3, 4)
przzied/  Nerizzied (1,2, 3, 4,5,6, 7, 8 9, 10) - Smoothened
Smoothened

Tabla 2 .- Clasificacion de los GPRCs . fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/
Transmembrane receptor

4.3 Técnicas experimentales para el estudio de los GPRCs.

4.3.4 Estructuras disponibles mediante metodos de difraccion y RMN.

La base de datos “Membrane Proteins of Know Structure”
(http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane Proteins_xtal.html ) es un recurso que contiene todas las
estructuras dilucidadas especialmente por técnicas de difraccion de RX y de electrones (contiene
algunas por RNN). En la actualidad tiene catalogadas 199 proteinas tnicas en 538 ficheros pdb, 18
corresponde a bacteria-rodopsinas, mientras que Unicamente 14 corresponden a GPCRs de

vertebrados.

Podemos comprobar que las unicas GPCRs resueltas hasta el momento son:
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e LaRodopsina de diferentes especies y en diferentes estados de activacion y
protonacion http://en.wikipedia.org/wiki /Rhodopsin

e Elreceptor B adrenérgico (http://en.wikipedia.org/wiki/Adrenergic_receptor )

e Elreceptor Az de adenosina (http://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-
2_adrenergic_receptor )

En concreto las estructuras disponibles en esta base de datos son:

G Protein-Coupled Receptors

Rhodopsin: Bovine Rod Outer Segment, 2.8 A.

See also 1HZX 1F88 Palczewski et al. (2000)

Rhodopsin: Bovine Rod Outer Segment, 2.6 A 1L9H Okada et al. (2002)
Rhodopsin: Bovine Rod Outer Segment, 2.65 A 1GZM Li et al. (2004)
Rhodopsin: Bovine Rod Outer Segment, 2.2 A 1U19 Okada et al. (2004)

Rhodopsin: Bovine Rod Outer Segment (expressed in
COS cells), 3.4 A 2J4Y Standfuss et al. (2007)
Recombinant rhodopsin mutant, N2C/D282C

Rhodopsin, photoactivated: Bovine Rod Outer Segment,
415 A

Ground state, rhombohedral crystals, 3.8 A 2135.

Ground state, trigonal crystals, 4.1 A 2136.

2137 Salom et al. (2006)

Rhodopsin in ligand-free state (opsin): Bovine Rod
Outer Segment, 2.9 A 3CAP  Park et al. (2008)
2 molecules in asymmetric unit.

Rhodopsin, Ops*-GaCT peptide complex: Bovine Rod

Outer Segment, 3.2 A 3DQB @ Scheerer et al. (2008)

Murakami & Kouyama

(2008)

Rhodopsin: Squid (Todarodes pacificus), 2.5 A 2773

Rhodopsin: Squid (Todarodes pacificus), 3.7 A
Shows intracellularly extended cytoplasmic region.

N
N
=<

Shimamura et al. (2008)

Turkey B1 adrenergic receptor (engineered), 2.7 A

Expressed in baculovirus. 2V14 erite s el 0L

Human B, adrenergic receptor, 3.4/3.7 A

from B2AR365-Fab5 complex. From B,AR24/365-Fab5 complex: 2R4s | 2R4R | Rasmussen et al. (2007)

Engineered human B, adrenergic receptor, 2.4 A
T4 lysozyme replaces third intracellular loop. Reveals close
association with cholesterol.

N
A
EE
=y

Cherezov et al. (2007)

Engineered human B adrenergic receptor, 2.8 A
T4 lysozyme replaces third intracellular loop. Reveals 3D4S Hanson et al. (2008)
specific cholesterol binding site.

Human Aza adenosine receptor, 2.6 A

In complex with a high-affinity subtype-selective antagonist ZM241385, ~ SEML  Jaakola et al. (2008)

Tabla 3 .- Estructuras completas de GPCRs. Fuente:
http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane Proteins xtal.html
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A las que hay que sumar las existentes en el “Protein Data Bank™, en donde actualmente hay 16
estructuras s “completas” de Rodopsina (no fragmentos) depositadas en el PDB (cluster #456).

Como vemos, en ausencia de estructuras cristalinas de de GPRCs, la mayor fuente de informacion
estructural proviene de la espectroscopia crioelectronica. Aln asi esta técnica que en teoria es mas
resolutiva, tiene varios problemas: Los cristales se destruyen por la potencia del haz de electrones,
y se necesitan muchisimas muestras para obtener estructuras 3D (técnicamente se obtienen
estructuras 2D que se transforman en 3D a base de cortes). No obstante la primera estructura 3D de
la Rodopsina publicada en 1993 fue usando esta técnica. Desde la publicacion en el afio 2000 de la
estructura por RX de la Rodopsina Bovina, esta técnica ha dejado casi de utilizarse.

Rhodopsin

Cluster # 456 Members. Sequence cutoff: 10026 Cluster size: 16 sequences

Cluster PDB id | Year

1 1U19
2 2G87
S 1L9H
4 3CoL
5) 1HZX
6 1GZM
7 1F88
8 2HPY
9 3CAP
10 3D0OB
11 2PED
12 2135

2002

2006

2002

2008

2001

2004

2000

2006

2008

2008

2007

2006

Details

Crystal Structure of Bovine Rhodopsin at 2.2 Angstroms Resolution

The retinal conformation and its environment in rhodopsin in light of a new 2.2 A crystal structure
Okada, T., Sugihara, M., Bondar, A.N., Elstner, M., Entel, P., Buss, V.
(2004) J.Mol.Biol. 342: 571-583 PubMed: 15327956

Crystallographic model of bathorhodopsin

Crystallographic analysis of primary visual photochemistry
Nakamichi, H., Okada, T.
(2006) Angew Chem.Int.Ed.Engl. 45: 4270-4273 PubMed: 16586416

Crystal structure of bovine rhodopsin at 2.6 angstroms RESOLUTION

Functional role of internal water molecules in rhodopsin revealed by X-ray crystallography
Okada, T., Fujiyoshi, Y., Silow, M., Navarro, J., Landau, EMM., Shichida,
(2002) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 99: 5082-5987 PubMed: 11972040

Structure of ground-state bovine rhodospin in a hexagonal crystal form

Alternative models for two crystal structures of bovine rhodopsin.
Stenkamp, R.E.
(2008) Acta Crystallogr.,Sect.D 64: 902-904 PubMed: 18645239

CRYSTAL STRUCTURE OF BOVINE RHODOPSIN

Advances in determination of a high-resolution three-dimensional structure of rhodopsin, a model of G-protein-
coupled receptors (GPCRs).

Teller, D.C., Okada, T., Behnke, C.A., Palczewski, K., Stenkamp, R.E.

(2001) Biochemistry 40: 7761-7772 PubMed: 11425302

Structure of Bovine Rhodopsin in a Trigonal Crystal Form
Li,J., Edwards, P., Burghammer, M., Villa, C., Schertler, G.F.X.
(2004) J.Mol.Biol. 343: 1409 PubMed: 15491621

Crystal structure of rhodopsin: A G protein-coupled receptor.

Palczewskl K., Kumasaka, T., Hori, T., Behnke, C.A., Motoshima, H., Fox, B.A., Le Trong, I., Teller,
D.C, Okada T Stenkamp RE Yamamoto M Mlyano M.

(2000) Science 289: 739-745 PubMed: 10926528

Local peptide movement in the photoreaction intermediate of rhodopsin
Nakamichi, H., Okada, T.
(2006) Proc.Natl.Acad.Sci.Usa 103: 12729-12734 PubMed: 16908857

Crystal Structure of Native Opsin: the G Protein-Coupled Receptor Rhodopsin in its Ligand-free State.

Crystal structure of the ligand-free G-protein-coupled receptor opsin
Park, J.H., Scheerer, P., Hofmann, K.P., Choe, H.-W., Ernst, O.P.
(2008) Nature 454: 183-187PubMed: 18563085

Crystal structure of the active G-protein-coupled receptor opsin in complex with a C-terminal peptide derived
from the Galpha subunit of transducin

Crystal structure of opsin in its G-protein-interacting conformation
Scheerer, P., Park, J.H., Hildebrand, P.W., Kim, Y.J., Krauss, N., Choe, H.-W., Hofmann, K.P., Ernst,

O.P.
(2008) Nature 455: 497-502 PubMed: 18818650

Crystallographic model of 9-cis-rhodopsin

Photoisomerization mechanism of thodopsin and 9-cis-rhodopsin revealed by x-ray crystallography
Nakamichi, H., Buss, V., Okada, T.
(2007) Biophys.J. 92: L106-L108 PubMed: 17449675

Crystal structure of thombohedral crystal form of ground-state rhodopsin
Crystal structure of a photoactivated deprotonated intermediate of rhodopsin.
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Rhodopsin
Cluster # 456 Members. Sequence cutoff: 10026 Cluster size: 16 sequences

Cluster PDB id Year Details

Salom, D., Lodowski, D.T., Stenkamp, R.E., Trong, I.L., Golczak, M., Jastrzebska, B., Harris,
T., Ballesteros, J.A., Palczewski, K.
(2006) Proc.Natl.Acad.Sci.Usa 103: 16123-16128 PubMed: 17060607

Crystal structure of trigonal crystal form of ground-state rhodopsin

Crystal structure of a photoactivated deprotonated intermediate of rhodopsm

14 2136 2006 | Salom,D., Lodowski, D.T., Stenkamp R.E., Trong, L., Golczak, M., Jastrzebska, B., Harris,
T., Ballesteros JA., Palczewskl
(2006) Proc.Natl. Acad.Sci.Usa 103: 16123-16128 PubMed: 17060607

Crystal structure of a photoactivated rhodopsin

Crystal structure of a photoactivated deprotonated intermediate of rhodopsin.

13 2137 2006 | Salom, D., Lodowski, D.T., Stenkamp, R.E., Trong, L.L., Golczak, M., Jastrzebska, B., Harris,
T., Ballesteros JA., Palczewsk
(2006) Proc.Natl.Acad.Sci.Usa 103: 16123 16128 PubMed: 17060607

STRUCTURE OF BOVINE RHODOPSIN (Metarhodopsin II)

15 1LN6G 2002  Structural studies of metarhodopsin II, the activated form of the G-protein coupled receptor, rhodopsin.
—_— Choi, G., Landin,J., Galan,J.F., Birge, R.R., Albert, A.D., Yeagle, P.L.
(2002) Biochemistry 41: 7318-7324 PubMed: 12044163

Structure of bovine rhodopsin (dark adapted)

Studies on the structure of the G-protein-coupled receptor rhodopsin including the putative G-protein binding site
16 1JFP 2001  in unactivated and activated forms.

Yeagle, P.L., Choi, G., Albert, A.D.

(2001) Biochemistry 40: 11932-11937 PubMed: 11570894

Tabla 4.- Estructuras de rodopsina completas depositadas en el PDB. Fuente:
http://www.pdb.org/pdb/explore/sequenceCluster.do?structureld=2I3 5 &entity=1&cluster=456&seqid=100

Los estudios de RMN clasicos, si bien no son capaces de generar una estructura completa (por la
enorme complejidad de analisis), si que son ttiles para determinar las distancias intraatdmicas en
pequefios  dominios  (previa

protonaciéon o marcado) y para el

estudio conformacional de los PPCRDB .
Information system for G protein-coupled receptors
loops extracelulares. Mas .
recientemente, mediante RMN en
estado solido, se estan resolviendo Mutation data for a3r_human
las geometrias de las interacciones lcking i 1 ek 1 Yl s ol 065 o 4.3 PGS e ot sbo P . - R

proteina — ligando en diferentes !

Cinginal Mutatad Rezidus # GPCRDE # BW#
estados. Cabe destacar que la : z = =
conformacion del retinal : ‘ . =
(ligando de la rodopsina) en su : ; 2 =

. . . . D R 107 <] 348

estado activo e inactivo ha sido : : 2] o ]

resuelto mediante esta técnica. ; . = 2 2

En el articulo de (N.Barton and - ; = = 2
F.E.Blaney, 2007) se detallan ; 4 4 . e
. .. ) = 34 et
referencias adicionales sobre el A 2 v o pa
uso de esta técnica. : 2 e S =

N A 250 625 655 Il_ms_.

4.3.5 Técnicas bioquimicas 1
La  principal fuente de
informacion estructural de los
GPCRs actualmente se esta
obteniendo mediante técnicas

Figura 24.- Datos de SDM del receptor 3 de la adenosina.

bioquimicas, en concreto con mutagénesis dirigida (SDM) (http://en.wikipedia.org/wiki/Site-
directed_mutagenesis ). La SDM fue desarrollada por Michel Smith en 1978 (lo que le valio el
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premio novel). Esta técnica supone modificar ( o sustituir ) uno de los residuos de la cadena por
otro para medir (con el pK o IC50 — EC50) su cambio de actividad sobre distintos ligandos.

En la actualidad el SDM es la técnica bioquimica basica de todos los procesos de disefio
“racional” de farmacos. El proceso consiste en partir de una hipotesis sobre el sitio de union de
un farmaco conocido, e ir modificando los residuos uno a uno que se supone que interaccionan por
cercania, para posteriormente medir la constante de equilibrio de la interaccion y verificar la
hipdtesis del sitio de union.

La base de datos tinyGRAP (http:/www.cmbi.ru.nl/ tinygrap/credits/ ) dispone de una gran
cantidad de ensayos de SDM de GPCRs. Igualmente, GPCRDB dispone de links sobre los ensayos
de SDM de cada receptor catalogado (ver Figura 24).

Otra de las técnicas bioquimicas empleadas es el método de sustitucion de la cisteina (SCAM).
Dado que la cisteina es un aminoacido “pequefio”, la sustitucion de un aminoacido de la cadena
por cisteina no va a modificar su estructura secundaria. Sin embargo, el grupo sulfhidrico de esta es
muy reactivo en medio acuoso. De esta forma se pueden introducir marcador o reactivos en los
hipotéticos sitios de unién y comprobar su efecto por técnicas espectroscopicas diversas.

4.4 Andlisis de la estructura de la Rodopsina como modelo de los GPRCs.

4.4.6 Importancia de la Rodopsina como modelo de GPCRs

Hasta ahora hemos comprobado que las GPCRs junto con los ligandos (transmisores) son los
principales actores de la comunicacion celular. Entre las clases de GPCRs, sin duda destacan las
Rodopsinas. Son los transmisores mejor estudiados por una razon principal: Durante mucho
tiempo solo se dispuso de su estructura tridimensional de partida sobre la que realizar hipdtesis del
resto de transmisores. El resto de GPCRs han tenido que ser modeladas a partir de la estructura
cristalina de la Rodopsina bovina. Y no solo eso, sino también los mecanismos fisioldgicos y
moleculares que se han podido explicar mediante esta estructura han servido como modelo para el
resto de GPCRs.

En la literatura existen abundantes referencias que tratan sobre la estructura de la Rodopsina y sus
implicaciones en el campo de los receptores de membrana. Sin embargo he realizado una seleccion
de los o articulos, principalmente reviews, que considero claves y que me han servido para
entender la estructura de la rodopsina. Aqui simplemente veremos algunas imagenes, puesto que en
los articulos originales hay toda clase de detalles que escapan al objetivo de este texto (y no seria
mas que hacer copy-paste). Los articulos que he utilizado como base son:

e (Menon et al., 2001). Rhodopsin: structural basis of molecular physiology: Aunque
antiguo, contiene una excelente descripcion de la primera estructura con todo lujo de
detalles y una primera explicacion molecular de la fisiologia de la vision.

e (Mustafi and Palczewski, 2009). Topology of class A G protein-coupled receptors:
insights gained from crystal structures of rhodopsins, adrenergic and adenosine
receptors: Es el ultimo articulo del autor de las tltimas estructuras de Rodopsina. En el se
actualizan las implicaciones que suponen las tltimas estructuras de Rodopsina publicadas
en los estados activo e inactivo.

e (Palczewski, 2006). G protein-coupled receptor rhodopsin. Imprescindible. Es un articulo
corto pero con abundantes imagenes de la estructuras a fecha de 2006: En ese momento
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Palczewski tenia muy claro que el siguiente paso era obtener las estructuras de los estados
activos.

(Patny et al., 2006). Homology modeling of G-protein-coupled receptors and implications
in drug design. Es el A-B-C del modelado por homologia de GPCRs. Hace una
explicacion detallada de todo el proceso de modelado a partir de la estructura de la
Rodopsina.

(Wess et al., 2008). Conformational changes involved in G-protein-coupled-receptor
activation. Su titulo habla por si solo, resaltar que es un articulo poco especulativo, resume
magistralmente todas las evidencias experimentales que hay hasta el momento sobre los
mecanismos de activacion a nivel estructural.

(Kobilka and Deupi, 2007). Conformational complexity of G-protein-coupled receptors.
Si se quiere entender definitivamente la relacion entre la actividad de los farmacos y la
estructura de los GPCRs. Los graficos de los perfiles de energia estan excelentemente
explicados.

(Bhattacharya et al., 2008). Agonist-induced conformational changes in bovine
rhodopsin: insight into activation of G-protein-coupled receptors. Es la aplicacion del
articulo de Kobilka al caso de la Rodopsina.

(Tomasello et al., 2009). Electrostatic control of the photoisomerization efficiency and
optical properties in visual pigments: on the role of counterion quenching.
Personalmente, es el articulo publicado mas importante de los ultimos dos afios sobre
rodopsinas. Es la primera aplicacion de técnicas de quimica quéntica ab-initio al estudio de

los cambios conformacionales del a 5

retinal durante la fotoexcitacion. No
comentare nada de el en este texto,
puesto que escapa de los objetivos, pero
personalmente no podria dejar de
citarlo.

La exposicion de este epigrafe pasara por
describir los elementos fundamentales de la
estructura de la Rodopsina para después tratar el
modelado por homologia del resto de GPCRs. .
Por ultimo trataremos el tema con mayor
actualidad de los GPCRs, que son los cambios
conformacionales debidos a la activacion e
inactivacion de los receptores.

4.4.7 Ciclo de activacion de la rodopsina.

El mecanismo fisiologico y molecular de la
vision esta bien establecido gracias a la especial
atencion que se le ha dado a la rodopsina como
receptor modelo. La rodopsina en este aspecto
s un receptor atipico, pues mantiene un enlace
covalente del tipo base de schiff, con su ligando
el retinal a través del residuo LYS296. La
rodopsina (junto con su ligando) son los
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responsables de detectar el blanco el negro y algunos tonos de gris. Se encuentran situados en las
células tipo baston de la retina en los discos intermembrana.

El proceso comienza en al recibir un boton de luz el retinal, el cromoforo que originalmente esta en
forma de 11-cis-retinal y unido mediante la base de schiff a la rodopsina, este complejo de
denomina “Rodopsina inactiva”. Tras la absorcion del foton el 11-cis-retinal se isomeriza a la
conformacion all-trans-retinal. La isomerizacion del cromoforo induce una secuencia de cambios
conformacionales en la estructura de la Rodopsina que ocasionan que pase a su “estado activado”.

La forma final activa del receptor es la denominada Meta-rodopsina II, que se relaja transmitiendo
la sefial a su proteina G (trasnducin), que inicia una cascada de reacciones bioquimicas que tienen
como resultado una sefial neuronal. El proceso concluye al liberarse el all-trans-retinal de la
rodopsina, que queda en una forma libre denominada opsina.

El proceso puede volver a comenzar cuando el ligando 11-cis-retinal vuelve a unirse a la opsina
formando una nueva Rodopsina lista para recibir un foton. El proceso por el cual el 11-cis-retinal
vuelve a formar la base de schiff con la opsina, aun no esta totalmente dilucidado. Se cree que la
salida del all-tras-retinal se produce por la parte superior de la rodopsina, mientras que la entrada es
por uno de los laterales entre las hélices.

Todo este complejo fendomeno de intermedios e isomeros del ligando, unido a la facilidad de
cristalizacion de la rodopsina es lo que la convierte en la proteina ideal para el estudio del
mecanismo de accion de los GPCRs.

4.4.8 Estructura cristalina en el estado basal de la rodopsina. Estado inactivo.

Como modelos cristalograficos de referencia usaremos la ultima serie de estructuras publicadas por
Palczewski, que corresponden a las entradas de PDB: 2135 2136 2137 . En concreto, la primera
entrada que corresponde a la Rodopsina bovina resuelta por RX a 3.6 A incluyendo al ligando, es
la que usaremos para estudiar la forma inactiva.
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Figura 27

La forma més comoda de visualizar los elementos de la Rodopsina es mediante “ribons” con
Chimera. Este es un excelente visualizador con multitud de opciones para ver proteinas y su
interaccion con los ligandos.
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Figura 28.- Apariencia del entorno de Chimera con la rodopsina (2i35) al fondo.
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Extremo N-Terminal

Loop 2

Zona extra-membrana

Retinal y su sitio de unidn

Zona trans-membrana

Zana.citesolica

Loop 5§ mm——-P El interruptor de la proteina G

Extremo C-terminal

Figura 30.- Imagen de la rodopsina generada con Chimera. Se indican las zonas mas importantes. La region
intermembrana es la que se sitia en el fondo amarillo aproximadamente. Se aprecia con claridad el
“interruptor” de la proteina G, justo antes del extremo C-Terminal (el ligando que aparece encima es el
palmitol,, que forma parte de la estructura cristalografica). Las hélices alfa suben hacia el exterior en sentido
antihorario. Imagen generada con chimera.

La Figura 30 es la imagen clasica de la rodopsina y por
extension la que adoptan todos los GPCRs. Los
elementos clave de esta estructura son:

Sitio del retinal

1. El distinto tamafio de las hélices, que estan
entre 20 y 33 residuos,

2. Lairregularidad de las hélices, no son paralelas (
entre si, formando distintos éangulos con ' hueco de entrada
respecto a la membrana. La mayor del retinal
irregularidad se encuentra en la hélice VI, en el ;
residuo PRO267 uno de los residuos mejor
conservados de la familia de los GPCRs.

3. La posicion que adopta el retinal en el interior
de las hélices. A la altura del LYS296 (anclaje _ ) _
del retinal) hay dos residuos PRO292 vy Fgre 2 Wikis) .de la.s cmiifies de
PRO303, que también deforman la hélice 7 y | SStuctura de la opsina. Figura generada con

. Mol
uno de ellos forma parte de otro motivo O'cEro

conservado, el NPXXY.
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4. Los tres loops superiores, que pueden interaccionar con el ligando que esta en el interior
como con otros ligandos por la zona extramembrana, en donde son caracteristicas dos
pares de laminas beta. El loop 2 esta unido a a la helice 3 mediante un puente de azufre.

5. El extremo C-terminal es el “interruptor” de la proteina G acoplada. En esta zona esta el
motivo (D/E)R(Y/W) que se encuentra en toda la familia A de GPCRs.

Entre las hélices V y VI en la estructura se abre un hueco que se cree que es la entrada y

salida del retinal. En la estructura 3CAP (estructura de la opsina ) se aprecia con claridad.

En la Figura 31, tenemos la vista superior de la rodopsina. El paquete de loops, cierran la entrada
al interior de las hélices, aunque durante el proceso de activacion parte de estos loops se levantan

abriéndose un canal 16nico.

Vista desde el exterior de la membrana

Corte de la rodopsina a mitad de membrana

Figura 31.- Vista de la rodopsina desde el exterior de la membrana. A la izquierda se puede apreciar en azul
el extremo N-Terminal. En verde una region que forma una lamina Beta, y en rojo y azul claro los dos
restantes loops extracelulares (mucho mas cortos). A la derecha vemos como las hélices no suben
exactamente perpendiculares a la membrana, sino que estan ligeramente inclinadas, formando como un
abanico. Esta inclinacion parece ser debida a la ordenacion estructural de los paquetes interno y externos de
loops (En concreto los mas estables parecen ser los formados por las laminas beta). Imagen generada con

Chimera.

4.4.9

Estructura cristalina en el estado activo de la rodopsina.

Esencialmente no hay ya mucho més que ver sobre la estructura de la rodopsina que no este

explicado en los abundantes articulos sobre el
tema, pero desde 2006 esta accesible desde pdb
la estructura 2i37 da la rodopsina en estado
activo. Esta estructura ha marcado un antes y un
después en los conocimientos de biologia
estructural y demuestra que los GPCRs son
elementos esencialmente plasticos. El esqueleto
de aminodcidos es ligeramente flexible y los
residuos que estan “colgados™ giran sobre sus
enlaces hasta alcanzar la posicion mas favorable
en cada conformacion. El proceso de la foto-
transduccion dura entorno a los 300 ns, 150
hasta la activacion y 150 hasta la desactivacion.

Crystal structure of a photoactivated
rhodopsin

DOL:10.2210/pdb2i37/pdb

Primary Citation

Crystal structure of a photoactivated deprotonated
intermediate of rhodopsin.
Salom, D..”, Leodowski, D.T.,
LL.”, Golczak, M..”, Jastrzebska, B.,
Ballesteros, J.A., Palczewski, K.
(2006) Proc.Matl Acad ScilUsa 103: 161223-161282

PubMed: 17060607 @ Search Related Articles in PubMed @
Pubked Abstract:

The changes that lead to activation of G protein-coupled
receptors have not been elucidated at the structural level, In
this work we report the crystal structures of both ground state
and a photoactivated deprotonated intermediate of bovine
rhodopsin at a ... [ Read More & Search PubMed Abstracts ]

4 Molecular Description Hide

Classification: Membrane Protein’
Structure Weight: 120733.73

Stenkamp, R.E.”", Trong,

Harris, T.”,

Molecule: Rhodopsin

Polymer: 1 Type: polypeptide(L) Length: 349

Chains: 4,8, C

isplay Files v
Download Files ¥
Print this Page

4 Biological Molecule 1 >

»%

3-D Viewers: 2

More Images...

Jmol
SimpleViewer

Protein Workshop
Other Viewers ¥

Oligomeric State: MONOMERIC

46




ESTUDIO DE LAS ESTRCUTURAS DE RECEPTORE TRANSMEMBRANA: RODOPSINAS

Los cambios estructurales que se pueden producir son minimos., de hecho la recuperacion del

complejo original es un proceso que puede tardar horas.

Figura 32.- Superposicion de las estructuras 2i37 (activa - 10jo) y 2i36 (inactiva -
azul). Las flechas verdes indican los desplazamientos de las hélices.

Los métodos de simulacion molecular poco pueden
aportar con tiempos de respuesta tan cortos (véase el
articulo de (Tomasello et al., 2009)), ya que se entra en
lapsos de tiempo en donde la mecanica clasica deja de
tener validez. La foto-activacion del retinal y su cambio
isomerico ocurren antes de que la rodopsina entre en
estado activado, posteriormente y en un espacio de
tiempo mas largo se activa la rodopsina y se transduce
la sefial.

Como advierte el resumen de pdb, son pocos los
cambios estructurales, mas bien minimos, y parece ser
que los cambios mayores tienen lugar entre los dimeros
de rodopsina de las membranas.

Aun asi en Figura 32, es posible comprobar como
existe un pequefio desplazamiento en las hélices, que es

Figura 33.- Imagen Slab en Rojo 2i37, en azul
2i36 y en verde 2i37.
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el que marca la diferencia entre la rodopsina inactiva y activa. La siguiente estructura en la serie
fisiologica es la opsina (rodpsina libre de ligando 3CAP).

La opsina tiene una estructura mas cercana a la forma activa que a la inactiva ( Figura 33). Esta
opsina recibira a un ligando (retinal) para convertirse en la forma inactiva.

Las imégenes del articulo de (Scheerer et al., 2008) son bastante explicitas, en cuanto los cambios
estructurales que acontecen.

1. Lahélice 6 se desplaza hacia fuera del
paquete de hélices.

2. lahélice acomparia a la 6 en el
movimiento.

3. Lahélice 7 se desplaza hacia la 2.

4. Las helices 3 y 5 rotan en sentido
antihorario, y las 4 y 6 en sentido
horario.

Aparte de los cambios estructurales, el
conglomerado de puentes de hidrogeno entre los
residuos altamente conservados (55 83 y 302,
son los encargados de estabilizar el paquete),
mientras que en el estado activo es unicamente
el par 55 83.

Igualmente el puente los puentes i6nicos entre
los residuos 135 y 247 se rompen, y el residuo
265 cambia de conformacion.

Figure 2 | Comparison of Ops*~GuCT and dark-state rhodopsin structures.

a, View from the cytoplasm of Ops*-GaCT. Ops*® is shown in ribbon i
(orange) and surface (grey) representation, the Gey (340-350)K341L peptide Br [ - f - J
(ILENLKDCGLEF) is shown as a ribbon and stick model (blue). The angle " R135 i} b Nt |
between the helical axis and the membrane normal (43 = 2°) is in good = : - " R135
agreement with predictions from residual dipolar coupling NMR data™. Bk [ 4 b Breaking of
b, The view from the cytoplasm of dark-state rhodopsin (PDB accession i ™6 ) i TME jonic lock
1U19; green ribbon and grey surface) and superposed GoCT (blue) is shown. ™3 E.;';? \ ™3 {
The scheme indicates differences in the arrangement of TM1-TM7 between E247
o R o Fs il "
Ops*~GuCT (Ops*, orange; GuCT, blue) and dark-state rhodopsin (green). Inactive siate e ——
Figura 34 .- Comparacion de la Opsina activa y las All transoee - TMB -y o |
9 0 9 . 11-cis retinal VA Toggling of
Rodopsinas inactivas. .Fuente : rotinalt W26
TM5 —~ rotamer
‘ ™7
™S
=] Shge
\ TME
Inactive state Trans retinal optimized state
Fig. 1. Known conformational switches in rhodopsin. The ionic lock and the rotamer (W265) toggle switch,
Figura 35.- Cambios de conformacion con la activacion.
Fuente (Bhattacharya et al., 2008)
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4.5 Entendiendo el estado activo e inactivo de los receptores.

La principal aportacion de la biologia estructural a la biologia de sistemas viene de la mano de los
estados activo e inactivo de los receptores. Hemos visto que las GPRCs son elementos “plasticos”
con un esqueleto homologo, y que cambian de conformacion al enlazarse o acomplejarse con sus
ligandos. Esto ultimo es exactamente asi, las ultimas investigaciones has demostrado dos hechos
fundaméntales:

1. Los GPCRs se pueden encontrar en estado activo o inactivo sin necesidad de estar unidos
al ligando.

2. Laactivacion del receptor por el ligando no es un solo proceso, sino una serie de procesos
secuenciales que suponen cambios paulatinos de conformacion.

Por ejemplo (Bhattacharya et al., 2008) mediante una combinacion del método LITiCon y
simulaciones de mecanica molecular proponen el siguiente mecanismo de activacion.

(a)
Intermediate Active
Inactive state " » stats
stats TMs 3, 4 rotate, (W265 rotamer | TMS rofates,
small rotations of togaled) H211-E1zz Mg M rotates,
This & and 6 breaks H211-W265 HB
forms
(b) (c)
an 0 -
"h“‘k/ i k inactive
Bindling e /f \ 1]
Energy active 24 Y i
Koalmel | \ active/
a s
inactive, kg/\v
o T T T & — ntermediate
2 o 2 4 & 2 o 2 4 &
Reaction Caoordnate Reaction Coordinate

Fig. 1L (a) Proposed activation pathway for bovine rhodopsin, (b) ligand binding energy as function of reaction
coordinate for 11-cis retinal, (c) ligand binding energy with reaction coordinate for all-frans retinal. The energy values are
in kilocalories per mole and are with respect to the binding energies of the respective ligands in the inactive conformation
of the receptor.

Figura 36.- Modelo de activacion de la rodopsina propuesto por (Bhattacharya et al., 2008)

Los cambios secuenciales de la estructura son dificiles de apreciar en el perfil de energias de la
Figura 35, pero en una representacion de la energia frente al movimiento relativo de las hélices es
posible comprobar como se forma una estructura intermedia y se rompe la barrera de potencial.

(

o

a) (b}
o
20 barﬂer< 25 inactive

T™S i o ™

-0 a 10 20
T™3

Fig. 10. Binding energy landsape for all-frans retinal (a) TM3-5 movement, (b) TM3-4 movement, (¢] TM3-5
movement when TMs 3 and 4 have rotated to the intermediate state.

Figura 37.- formacién de una estructura intermedia durante la activacion de la rodopsina. Fuente:
(Bhattacharya et al., 2008)
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La activacion de un receptor por un farmaco agonista o la inactivacion por uno antagonista se puede
entender como una modificacion de las barreras de energia que separan ambas estructuras. En el
articulo de (Kobilka and Deupi, 2007) se plantean diversas posibilidades:

El estado basal del receptor es inactivo, el valle mas profundo en la linea punteada de la
imagen b de la Figura 38), tras la unidon con un agonista se modifica el perfil de energia del
receptor de forma que el estado activo pasa a tener un valle mas profundo que el estado
inactivo.

En la imagen b de la Figura 38, un antagonista se une al receptor y modifica el perfil de
energia estabilizando el estado inactivo y desestabilizando el estado activo, como
consecuencia, la barrera que separa a ambos estados es mayor.

Inactive Active

TRENDS In Pravmscological Scences

= = = = Receptor alone
Agonist-bound receptor

- - -~ Receptor alone
Inverse-agonist-bound receptor

=== = Receptor alone

Active Active Inactive Active

Inactive Inactive

Conformation Conformation Conformation

TRENDS in Pharrmacological Scisnces

Figues 3. Possibis machaniams by whieh sgonist binging SBrupLs intramcleculse
Figure1. Theoretical energy landscape of a GPCR. (al Conformational stetes ofan unbound GPCR. (bl Binding of an agonistor partial agonist lowers the anergy barrier and/  interactions that stsblize the insctive state. (a) The sgonist binds dirscty 1o smina
or reduces the energy of the mare active conformation relative to the insctive conformation. ic) Binding of an inverse agonist increases the enery barrier andior rEdUCES ey rem e w7 o ) Agoniat Bnding stabilizes & peve
the energy of the inactive state conformation relative to the active conformation

Figura 38.- Perfiles de energia de activacion y desactivacion del receptor por un farmaco. Fuente: (Kobilka
and Deupi, 2007)

4.6 Modelado computacional por homologia de los GPRCs

A partir de estas estructuras ( y junto con el By adrenérgico y A.a de adenosina ), hay que modelar

el resto de GPCRs. Para modelar una proteina hay tres métodos: Homologia, threading y ab-initio
(folfing). Normalmente, en el caso de los GPCRs este proceso se hace por homologia, tomando como
plantillas las estructuras de la rodopsina y aprovechando que todas las GPCRs tienen un dominio
estructural casi idéntico (comprobado por microscopia).

El review de Panty (Patny et al., 2006), proporciona una extensa explicacion sobre las claves de
modelar una estructura de GPCR por homologia. Como veremos mas adelante no es un proceso
sencillo, pero las herramientas de software actuales facilitan la tarea.

Los pasos estandar a seguir son los siguientes:

4.6.10 Asignacion provisional de la estructura secundaria y seleccion de la plantilla.

El proceso de asignacion provisional de la estructura secundaria, consiste en realizar un
alineamiento o busqueda de proteinas con estructura conocida en el PDB (Protein Data Bank), o en
SCOP, DALI o CATH. Se trata de identificar un conjunto de posibles candidatos a plantilla o
patrén de nuestra proteina objetivo.

Este proceso en el caso de los GPRCs es sencillo, el patron seré la rodopsina, pero se puede probar
por si existiera alguna proteina similar en otra de las familias.
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4.6.11 Alineamiento de las secuencias homologas.

Este paso consiste en detectar todas las zonas de la proteina conservadas con sus homologos y
separar estas zonas con los motivos normales de los GPRCs. Este proceso esta facilitado por bases
de datos como GPCRDB que disponen de los alineamientos de cada familia de GPCRs.

Bases de datos de alineamientos especializadas en GPCRs

GPCRDB La base de datos de referencia con los alineamientos por familias.
http://www.gpcr.org/7tm/

GPCRIPDB Libreria de alineaminetos y fragmentos
http://www.gpcr.org/GPCRIP/

GPCR-GRAPA-LIB Libreria de anotaciones de HMM de GPCRs
http://www.affymetrix.com/community/publications/affymetrix/index.affx

GPCR pattern | Reconicimiento de patrones

recognition http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/dbbrowser/ GPCR/

GPCR pred Para saber a que familia pertenece o puede pertenecer una proteina.
http://athina.biol.uoa.gr/bicinformatics/PRED-GPCR/

SEVENS Busqueda de motivos.

http://sevens.cbrc.jp/index.php

Figura 39.- Bases de datos de alineamientos de GPCRs.

Por ejemplo, si queremos modelar el HRH1 (Receptor 1 de la histamina), desde GPCRDB
podemos consultar su alineamiento con las otras clases de receptores de la Histamina, ver figura

Figura 40.
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Fioura 40 - Alineamiento de 1a familia 1 de 1a Histamina
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Posteriormente hay que realinear toda la familia con la Rodopsina, o con el patron. Desde el mismo
alineamiento de familia de GPCRDB se puede hacer esto mismo, o bien descargarlo y usar

cualquier otro programa.

Clustal¥ Multiple Sequenc: =1Ool=l
File Edit Select Wiew Format Colowr Calculate  ‘Web Service
=
Somonnat et 1 = EU— - FLRYLKYRTKTRASATILGAWFLSFLWY IP-ILEWHHFMPQTPERREKKCETEF 194
Multiple Sequence Alignment =D X kPms NFRFGENH - A I MG VAF TWYMALACAARFLYVEWSRY | FEG - - - MRCSEG | BY 151
P----- FGENH-AIMGYAF TWSMALACAAPPLYGWSREY I PEG - - -MQCSEG DY 126
lustalW Multiple S a il t ¢ ind FMSHFRFGEMNH - AIMGWAF TWYMALACAAPPLYGWSRY | PEG - - - MQCSCG | DY 191
! " (A e |PLKYLRYRTKTRASITILAAWFLSFLWIIP-ILGWRHFQPKTPEPREDKCETDF185
PLEYLKYRTKTREASATILGAWFLSFLWY IP- I LEWNHFMQQTSVRREDKCETDRF 124
1.0., Higgins, D&, and Gibsof T.0, (19947 CLUSTAL W improving the FLERYLKYRTKTREASATILGAWFLSFLWY IP-ILEWNHFMQQTSVRREDKCETDRF 124
e e e R | e i S R LSRR B
cific gap penalties and weight matrix chaoice, Mucleic Acids Research, 22 .
FLEYLR¥RTKTRASATILGAWLLSFLWY IP-ILEWHHFMAPTSEPREKKCETDRF 192
FLRYLKYRTKTREASATILGAWFLSFLWY IP-ILEWNHFMQQTSVRREDKCETDRF 124
At of Clustalw Multiple Sequence re-alignment of Cut % Paste input - FASTA & QLR L RIS T s AL G AR EEIEL S| - L R R 0 T 50 R R K E TR 154
=RPLRYLRY¥RTKTEASATILGAWFLSFLWYIP-|IL&GEWHHF TPLAPELREDKCETDF 124
iDundee University Life Scences Bioinformatics Cluster Job #% FLERYLKYRTKTREASATILGAWFLSFLWY IP-ILEWNHFMQQTSVRREDKCETDRF 124
5 Limity are 1 hour of ©PU time and 16 of memory, FLEYLKYRTKTREASATILGAWFLSFLWY IP-ILEWNHFRQQ | SVRREDKCETDRF 124
FLRYLR¥YRTKTREASATILGAWFFSFLWY IP- | LEWHHFMPPAPELREDKCETDRF 124
1 servide is now available again (sorry for the delay) FLEYLRY¥YRTKTREASATILGAWFLSFLWY P - 'MGWHHF VSQTWNRQEDKCETDRF 124
FLRYLKYRTKTREASATILGAWFLSFLWY IP-ILEWNHFMQQTSVRREDKCETDRF 124
FLRYLRY¥YRTKTREASATILGAWFLSFLWY IP-ILGEWHHF TPLAPELREDKCETDRF 124
FLRYLR¥RTKTREASATILGAWFLSFLWY |P-ILEWHHF TPLAPELREDKECETDRF 124
[1.23) Multiple Sequence Alignments
11113947753 °5770777°7 7777 =} 4 452500062457 46
Sequgnced 539 aa B B i B Bl
Sequencel 699 aa — L LI
Sequence? 699 aa
Sequencel 699 aa |
Sequenced 699 aa
Sequenced 699 aa
Sequencetd 699 aa
Sequence? 699 aa
At [

Hay que asignar las zonas del alineamiento a las hélices de la estructura de 7M haciéndolas
coincidir con las de la Rodopsina. Igualmente desde JalView se puede hacer este proceso de
diferentes maneras: Poniéndolas nosotros mismos a mano, mediante el diagrama de
hidrofobicidad, rescatando las anotaciones de otras bases de datos, o usando la funcionalidad de

JNet implementada en JalView.

Clustalw Multiple Sequenc =181 x|
File Edit Select View Format Colour Calculate 'Web Service
- =
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e 488
i ¢Oaw07_home 1-989
4 yEoSes human/1-488
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Figura 41.- Rescatando las anotaciones de uniprot con Jalview
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Figura 42.- Buscando las zonas comunes mediante las anotaciones de Uniprot en JalView.

4.6.12 Modelando las zonas estructuralmente conservadas.

En este proceso se pasan los datos del alineamiento y el patron al software de modelado para que
construya los primeros modelos. Algunos de los programas mas utilizados son: COMPOSER,
CONGEN, MODELLER, SYBYL; pero también hay innumerables servidores de modelado como
WHAT IF, SWISS-MODEL, HOMMER, etc.

Como resultado el software nos devolvera una o varias estructuras alineadas estructuralmente con
el patron.

4.6.13 Modelado de las zonas variables.

Las zonas no alineadas originalmente deben ser reconstruidas mediante threading, con ab-initio
holding, o bien mediante mecanica molecular. Muchos de los paquetes de modelado (y de
docking) disponen de utilidades para hacer estas tareas. Hay servidores especificos para modelar
los loops, como LOBO (http://protein.cribi.unipd.it/ ), WLOOP (http://smi.snv.jussieu.fr/wloop/),
RAPPER (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/ ), MODLOQOP
(http://modbase.compbio.ucsf.edu/ modloop/modloop.html ). El proceso pasa por enviar al
servidor o al programa, la estructura y un fichero con los trozos que queremos modelar. El
resultado sera una estructura con la estructura de los loops optimizada.

4.6.14 .Refinado del modelo

El refinado consiste en someter a la estructura a un proceso de dinamica molecular a efectos de que
se relajen todos los enlaces con problemas estéricos. Los campos de fuerzas que se suelen utilizar
son AMBER, CHARMM, OPLS/OPLS-AA, CVFF, CFF9, GROMACS, GROMOS, TRIPOS, en
definitiva cada programa tiene uno o varios protocolos implementados.

Normalmente los servidores de modelado devuelven la estructura refinada. Y por ejemplo en el
caso de HOMMER realizan los tres tltimos pasos como un solo protocolo.
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4.6.15 Validacion del Modelo

Una vez obtenida la estructura hay que comprobar que es correcta. Para ello disponemos de

graficos de Ramachadran, gromos, etc. Por ejemplo, desde el servidor de SWISS-MODEL
podemos checkear una estructura con todas las técnicas comunes.

D SWISS-MODEL

F

=

An Automated Comparative Protein Modelling Server

Workspace Tools:

Template Identification
Tools for searching the SWISS-MODEL template library for suitable termplate structures.

Sequence Feature Scan

Tools for secondary structure prediction, prediction of disordered regions, and assignment of domains in the
target sequence.

Structure Assessment

ials far protein structure and model assessment: structure quality checks and secandary structure
gignment.

SwissMbdel Template Library (ExPDB)
kUp template structure information by PDB-ID.

Local Model Quality Estimation:

W ProRes @ Perresidue model accuracy estimation
W Anolea @ Anolea atomic mean force potential
W Gromos @ Empirical farce field

Global Model Quality Estimation:
¥ QMEAN @ Composite scoring function for model quality estimation
¥ DFire @ All-atom distance-dependent statistical potential

Stereochemistry Check:
W YWhatcheck @ Protein structure werfication

M Pracheck @ Stereochemical guality check; min. Resalution: |2-5 A
Structural Features:

W DsSsP @ Secondary Structure, geometrical features, and solvent exposure assignment

W Promotif @ Analysis of protein structure motifs

Figura 43.- Herramientas de validacion del modelo.

4.7 Disefo y busqueda de farmacos resultantes de los estudios estructurales de la
rodopsina

Todas estas metodologias de modelado a partir de las estructuras de la rodopsina tienen como

objetivo final desarrollar “mejores” farmacos. El proceso mediante el cual se puede generar un

nuevo medicamento es realmente complicado, y no es unicamente un problema computacional.

Las técnicas experimentales son las que marcan el camino y la diferencia entre un buen farmaco y
otro malo.
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El mayor coste para desarrollar un farmaco es el testeo mediante prueba y error de posibles
candidatos, y es aqui en donde las técnicas bioinformaticas pueden acelerar y abatatar el proceso,
mediante el docking molecular de fArmacos en los modelos generados a partir de la estructura de la
Rodopsina.

Por ejemplo, con el alineamiento de la Figura 42, he generado en HOMMER un modelo en menos
de 10 minutos,

i’;,_..r;.: : Homology Modeling with HOMER

: . = Manual template search - Version 1.3
Illn[':lmmr!lny‘f‘

Title: hehl human

Status: fnkshed

M Thee dale will by kepl for pep wapks, @ler wirch i vwill by gafatead withoul Surfler nalios,

Available fles:
Input parasetnrs: HTHL
Fimal modal; DR
Trascscwips of il esdelling £ osslon: HTHL
FRAET energy prefle afthe modeled dructure; TEXT FPhF

HOMER owtpui:
FRET ouiput:

Chlenlsciter SrSpTy e Teaidose from | to M1,

DEpdal ErsEgy = A1 TL- 4T |athy = =1 235 pe2E RA)
dplvacion sTEpgy = Lo, 4215 Iy = A-O0MTIMM pex AR|
Halreilhin hpdEagen Dsifds = 255

TorELoh STSEETY = LF. 7235 |mwy = O.06STHS P AA)

LCimpasite FEST EhELfy = S435.01449 lassy = 14 0B4SE) pRE RA)

dmsl Visualizsiion opiisns
Display- Hpin:

Templom | ol Wods! Cuity | on| o8

View Jalhview alignmiest: -"'!l“"f"l

§od  Snwhe Tosaffe far Socempoing OF 0D S S0

| | I

Figura 44.- Modelo generado mediante HOMMER para HRH1 con la estructura 188 de la rodopsina.

Con este simple modelo, podemos hacer docking, con un antagonista comtin de de HRH1 obtenido
de la base de datos [TUPHAR (http://www.iuphar-db.org/GPCR/ReceptorDisplay
Forward?receptor[D=2303 ). En cinco minutos mas hemos colocado al ligando en su sitio de union
mediante Molegro, Figura 45 (un software de Docking molecular).
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Figura 45.- Docking de la difenilhidramina sobre el HRH1 con molegro. Ejemplo extraido de (Saxena et al.,
2008). Senalado el residuo “guia” indicado en la bibliografia.

Seguidamente podemos buscar en las bases de datos de ligandos todos los parecidos a este, o
incluso generar nuevos compuestos capaces de interaccionar mas con el HRH1. Por ejemplo en
Pubchem ( Figura 46)

Mediante todo este proceso iterativo es posible acelerar en gran medida, y con muy bajo coste, la
busqueda de nuevos farmacos. El proceso completo se resume en la Figura 47.

= Q
o] oPubOhem r—

Search [F‘ul:-Chern Compound Ll 10(| M M
Limits | Previewfindex | History | Clipboard E--.-ly\..
Display | Summary *| snow [0 =] [son By =l [sendw =]
Tt E l_“; 7 LUnks: Related Structures, BloAssays, BloSystems, Literature, Other Links

All: 419

DAssay: 2 Protein3 1 | Rule of &; 26€

= Selective hurman adeni
robedryl A3 antaqonists basad

iz anamine & 1ges 1)
MW: 255354740 g/mol | MF: C,7HyNO 1oga (1)
Tested in BioAssays: All. 141, Active: 53; BioActivity Q NewA3_md_ave
Analysis = 1604427

Anti-Allergic Agents... more
Q Similar Substances fo

Pu._. (708) ]

Parert Comanund . Simbse Cnmnoancs . Skrdae Canfarmer

Figura 46.- Compuestos similares a difenilhidramina en PubChem
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Fig. (1a). Some key steps in the Drug discovery process. (1b). VLS-HTS flowchart: combining in silico screening and experimental
HTS for hit finding. Summary of an early-phase discovery project with several possible routes: if the receptor 3D structure is known, SB-
VLS can be applied, if only one or some ligands are known, then ligand-based approaches can be used. If no data are available, HTS can be
applied and followed by additional ligand based and/or 8B-VLS (in case the 3D structure appeared during the HTS step), further continued
with experimental screening and ADME-tox and pharmacokinetics optimization. In some situations, a ligand might be known or the 3D struc-
ture of the receptor would be known, but yet it is not possible to use in silico screening methods. For example, the 3D structure of a target is
known but the binding pocket can not be defined or is too flat... In these cases, it is preferable to initiate HTS experiments and continue by
combining experimental and in silico design approaches.

Figura 47.- Proceso integral de disefio de farmacos. Extraido de (Villoutreix et al., 2007)
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4.8 Herramientas y recursos libres para al analisis de la interaccion ligando-GPCR

Hay especialmente un articulo que habla por si solo de la importancia del modulado molecular de
proteinas y farmacos, es (Villoutreix et al., 2007) “Free resources to assist structure-based virtual
ligand screening experiments”. Es una extensa (30 paginas) y ordenada recopilacion de “todas” y
cada una de las herramientas libres que hay disponibles en Internet, junto con su link, para el
desarrollo de fArmacos.

Las herramientas y recursos estan ordenadas por utilidad:
1. Toolkits de disefio y visualizacion molecular
2. Prediccion de toxicidad de farmacos
3. Colecciones de ligandos para screening, y utilidades para manejar estas bases de datos
4. Herramientas para la prediccion de las cavidades y los sitios de union
5. Bases de datos de fAirmacos y ligandos
6. Bases de datos de proteinas
7. Herramientas de modelado y andlisis de proteinas (validacion)
8. Software de docking

Me remito a este fabuloso articulo en lo relativo a los recursos disponibles....jjjque son muchos!!!
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Casos practicos

Aplicaciones bioinformaticas de
modelado de GPRCs
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5 Modelado por homologia del dominio 7M de los

receptores metabotropicos
del Glutamato.

5.1 Introducciény de articulos de base

Durante este texto, no hemos hablado de esta
importante familia C de GPRCs (receptores
metabotropicos del Glutamato o mGLUR), sin
embargo juegan un importante papel en innumerables
sistemas fisiologicos en: la plasticidad sinaptica en
otros procesos neuro-fisioldgicos y por supuesto en las
patologias derivadas. A diferencia del resto de GPRCs,
se caracterizan en particular por:

e poseer un largo y estructurado extremo N-
Terminal de aproximadamente 500
aminoacidos.

e ¢l sitio de union del Glutamato se sitia en el

dominio extracelular ( ver figura )

glutamate
binding site

& |
N

agonist binding domain:
structurally related to
bacterial periplasmic
amino acid binding
proteins

cystein-rich region

seven-transmembrane
domains

intracellular regions

controlling G-protein

coupling and receptor
localization

Figure 1. General structure of metahotropic glutamate receptors.

Figura 48.- Estructura de los “metabotropic
glutamate receptors”. Fuente: http://www.iuphar-
db.org/GPCR/IntroductionDisplayForward?chapt
erlD=1285

Sin embargo, existen muchos estudios de SDM que demuestran que muchos ligandos pueden
interactuar con el dominio transmembrana (7M) actuando como moduladores alostericos mas que
como agonistas o antagonistas clasicos. (N.Barton and F.E.Blaney, 2007).

La familia de los mGLUR http://en.wikipedia.org/wiki/ Metabotropic_glutamate_receptor

SC

clasifica en tres grupos, siendo los mas importantes los del Grupo 1.

Overview of glutamate receptors

Family Recp e][%f’“ Gene | Mechanism™ Function
G, INa'" ¥
mGR, | GRMI T_Ig{*Tﬁl_a ’ * Increase” -
e i_lu’tamate[g] NMDA receptor
Group gulamare activity and risk of
I G, 1Na",2! excitotoxicity
mGluRs |GRMS5 | 1K* !
glutamate®!
mGluR, |GRM2 | Gy/G, ® Decrease! NMDA
receptor activity and
Group risk of excitotoxicity
T 'mGluR; | GRM3 | G/G, * Attenuate
schizophrenia
mGluR, | GRM4 | Gi/Gy e Decrease! NMDA
Group receptor activity and
III risk of excitotoxicity

Tabla 5.- Tipos de receptor del gutamato. Fuente:

Agonists & Activators  Antagonists

Synapse site

®3.5-

dihydroxyphenylgly ey .
. postsynapti
cme pik]
® cglumegad e APICA
e Biphenylindanone A | ¢ EGLU mainly
o Y- presynaptic
e DCG-IV 341,495 |
o L-AP4 mainly
= presynaptic
[13]

http://en.wikipedia.org/wiki/Metabotropic _glutamate_receptor#Overview
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Son escasas las referencias bibliograficas que estudien el modelado del dominio 7M., sin embargo
el articulo de (Malherbe et al., 2003).( http://www.jbc.org/cgi/reprint/278/10/8340 ), describe la
construccion de un modelo del receptor metabotropico de glutamato 1 (mGLURI en adelante).

La modelizacion de esta serie de receptores ha supuesto un importante avance en el desarrollo de
farmacos como por ejemplo: CPCCOEt, BAY36-7620, RO 67-7476, RO 01-6128 y RO 67-4853,
que actian como reguladores positivos y negativos del mGLUR1 y mGLURS (Yanamala et al.,
2008).

En este caso practico discutiremos los modelos de mGLURI, generados por homologia en los
articulos de (Malherbe et al., 2003) y (Yanamala et al., 2008). Con especial atencion al primero de
ellos.

5.2 Descripcion del articulo de Malherbe. “Mutational analysis and molecular modeling
of the allosteric binding site of a novel, selective, noncompetitive antagonist of the
metabotropic glutamate 1 receptor”

El articulo de Malherbe es el tipico estudio experimental de SDM en el que se emplean técnicas

bioinformaticas para construir un modelo tridimensional del receptor mGLURI1 y realizar hipotesis

sobre el sitio de union del mismo con ligandos con actividad conocida. Como ocurre con todos los

GPCRs no disponemos de una estructura cristalina resuelta (a excepcion de los casos que hemos

visto anteriormente) para plantear hipétesis de trabajo sobre el sitio de uniéon y el mecanismo

molecular de accion de los farmacos.

Para construir su modelo de mGLURI1 seleccionan como plantilla la estructura cristalina de la
Rodopsina Bovina (1F88). Hay que recordar que en el momento del estudio de Malherbe era la
unica disponible. El proceso de construccion fue el siguiente:

1. Alineamiento del dominio transmembrana de la secuencia de mGLURI que rescataron de
swiss-prot (http://www.expasy.ch/uniprot/P23385) con la secuencia contenida en el pdb
1F88 de la rodopsina.

FTINGEMNENGN VB |
Submit upcinte J
Quick Elast search
Entey histony

UniProtKB/Swiss-Prot entry P23385

[Entry infa] [Mame and origin] [References] [Comments] [Cross-references] [Keywords] [Features] [Sequence] [Tools]

Moto: moed boadinga s chckabie, s i thiy dant doooar e fnka Thoy Bk 1o B ssor naanus] ar abbir documieds

[Entry infermation

Eriry narme GRM1_RAT

P2Z3385

Mone

Hewvember 1, 1991
nber 11991 (Sac
Annotatons wana (st modified on  July 28, 2008 ([Eniny ver

Frotain narme Metabotropic glutamate receptar 1 [Precursor]
Synomym mGluR1

Gane name $ Grml

Gpreta, Mahrd

Fram

Taananm . Mammalia; Euthana;

e Munnae, Ratius
Protein aastence

References [}

Figura 49.- Entrada de uniprot de mGLURI de rata

2. Emplearon el paquete de modelado Moloc (http://www.moloc.ch/ ) para generar el modelo
de la mGLUI a partir del alineamiento y de la estructura de la rodopsina. Como vemos,
actualmente el paquete de céalculo dispone de todas las herramientas necesarias para
generar y optimizar estructuras de receptores.
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3. Optimizaron los loops extracelulares mediante dindmica molecular (con el campo de
fuerzas implementado en Moloc). Este paso realmente consistid en dos, optimizado de la
estructura de C-alfa y posteriormente minimizacion de los residuos.

4. La calidad del modelo se
comprob6  mediante  las
utilidades de Moloc (no
especifican el método en el
articulo).

5. Emplean docking molecular
con el ligando EM-TBPC
para comprobar si el sitio de
unidén coincide con el de la
rodopsina.

La hipdtesis de trabajo que plantean

- § - . . Tl ardenr Gerber
Moloc Home | Abaut | Force-fields | Small | Match | Conformation | Proteins | Fharmacaphore | Similaity | | e

Diversity | Dynamics | X-ray | Display | Programs | Interfaces | Installation | Support Design

Moloc aMolccular Design Software Suite

« About

« Moloe Force Fields

. Small Molecule Modeling

» Matching Utilities

« Conformational analysis

. Peptide and Protein Modeling

» Pharmacophore Modeling

« Similarity Concepts and Database Mining,
« Diversity Analysis and Similarity Models

» Dynamics: trajectory generation and evaluation

Figura 50.- Moloc suite. Pagina de inicio.

es que a pesar de la distancia evolutiva entre la Rodopsina Bovina y la mGLURI1 de rata se pueden
construir modelos de homologia usando como plantilla la estructura de la rodopsina. Suponen que
el sitio de unioén del ligando EM-TBPC sera similar.

Dejando a parte los estudios
bioquimicos del articulo, nos
centraremos en los  resultados
experimentales. Estos se pueden

resumir en la figura que presentan y
en el resumen de la tabla de
interacciones:

En la figura (Figura 51) se observa la
disposicion espacial que adopta el
ligando en el supuesto sitio de union.
A simple vista comprobamos que el
sitio de unién es similar al que hemos
visto de la Rodopsina, pero no igual.
En este caso el ligando sube casi
paralelo a las hélices 6 y 7 (gris y
magenta), mientras que el retinal en la
rodopsina se orienta perpendicular a
las hélices.

N-Terminus
N750

TM5

2
L&y

(S

C-Terminus

Fi6. 5. Molecular modeling of the rmGlul complexed with EM-TBPC. Shown is a homology model of rmGlul based an the high resalution
structure af bovine rhodopsin. A three-dimensional side view of the 7TM binding packet of the rmGlul receptor is shown with a suggested binding
mode of EM-TBPC. C-a traces are represented as ribbons: TM1 (cyan), TM2 (sellow), TM3 (red), TM4 tblue), TM5 (orange), TME (gray), and TM7
(magenia). The important residues that were mutated in the current work are lnbeled in one-letter code. Color coding of Tyr-672, Asn-T47, Asn-T50,
Val-57, Trp-798, Phe-801, Tyr-805, and Thr-815 (bluz) and EM-TBPC (magenta) atoms is as follows: red, oxygen; blue, nitrogen; white, carban

Figura 51.- Diagrama del sitio de union del EM-TBPC sobre la el

receptor mGLUR1 modelado.

En la tabla (Figura 52) comparan los resultados obtenidos con su modelo con los obtenidos con
otros modelos existentes. Para esta comparacion utilizan el sistema de numeracion de Ballesteros
(numeracion relativa del residuo respecto del residuo mejor conservado de la familia en la hélice
transmembrana. En la tabla comprobamos que la numeracion relativa coincide en todos los casos

con los equivalentes de la rodopsina.
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Comparison of ligand-binding pocket of mGlul allosteric antagonist with those of rhodopsin-like GPCRs
The 17 residues located at a distance of 4.5 A from cfs-retinal in the three-dimensional structure of rhodopsin are shown (23, 32, 34). The generic
numbering system proposed by Ballestercs and Weinstein (24) was used to compare residues in the TTMD of the different GPCRs. The residues
that have been experimentally determined to be located in the binding sites are as follows: epinephrine of h_-adrenergic receptor (R) (33), hA,
receptor ligand recognition (35), antagonist GR113808 ([1-[2-imethylsulfonylamino)ethyl]-4-piperidiny]| methyl-1-methyl-1H-indole-3-carboxylate)
of h5HT, receptor (36), and inverse agonist of h5HT, receptor (37).
e e ERTBrC R nepe lgetd resmamition GRitshos tmatae oot
TM3
Asp-113252 Aspl0pe= Aspl00=a2
Glu-113%2*
Ala-117222
Thr-118%%*
Gly-121338
Glu-122%27 His-95%*7
EC2Z Numeracidn de -
ys-152
Gl 1814544 Ballesteros
Ser-1864%4¢
'Ily.l._191¢5.54
TM5
Mat-207%42 Sar-203°*
Sar-204743 Ser-197%4
His-211%42 Ser-207°
Fha-212247 Val- 757247 Phe-208%47
TME
Phe-261%+*
Trp-265%42 Trp-798942 Trp-286%-42 Trp-243%42 Trp-272942
Lou-244°4%
Tyr-268571 Phe-S801571 Phe-289°%71 Phe-275%1 Phe-2755%71
Ala-269%~ Phe-290° Ser-247%7% Phe-276%°%
Ala-272888 Tyr-80585° Aan-20355% Azn-2508-58 Aan 279855
TMT7
Ala-20272F Thr-8157%
Figura 52.- Residuos que interaccionan con el ligando en diferentes GPRCs. En amarillo se indica la
posicion relativa respecto del mejor conservado.

5.3 Construyendo un modelo de homologia de mGLUR1 con Hommer

5.3.1 El objetivo: Obtener un modelo activado y desactivado de mGLUR1

Nos planteamos el siguiente objetivo, crear sendos modelos de mGLURI humana
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q13255 ) (no de rata) uno activado y otro desactivado a efectos de
posteriormente comparar los resultados de docking de nuestros modelos con los existentes en la
bibliografia.

5.3.2 Comprobando la homologia.

La construccion de un modelo de GPCR no es una tarea sencilla: Solo disponemos de unas pocas
estructuras de partida que nos sirvan de plantilla (véase la Tabla 3 .- Estructuras completas de
GPCRs. Fuente: http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane Proteins_xtal.html ), y la baja homologia
entre las familias de GPCRs es evidente.

El primer paso es comprobar la homologia entre nuestro “target” y la plantilla o posibles plantillas.
Para ello hacemos un alineamiento entre las secuencias del receptor A3AR, la estructura 3eml (The
2.6 A Crystal Structure of a Human A2A Adenosine Receptor bound to ZM241385) y 2136 (Crystal structure of
trigonal crystal form of ground-state rhodopsin ). Primero recuperamos las secuencias y las anotaciones
de los dominios de uniprot con JalView. Las estructuras 2i36 y 2i37 las limpiamos con Swiss
pdbviever, dejamos una sola proteina, ya que los ficheros pdb 2i36 y 2i37 tienen tres cadenas y
eliminamos los residuos de cristalizacion. En este paso hay que tener cuidado ya que en el pdb 2i37
a la cadena A le faltan residuos.
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Figura 53.- Secuencias recuperadas con Jalview. Las zonas en granate son los dominios transmembrana
anotados en uniprot.

El alineamiento lo hacemos con MAFFT (esta como opcion en JalView y lo ajustamos a mano
(para dejarlo como se indica en el articulo de Malherbe. El alineamiento fasta lo recuperamos de
JalView Al final queda como en la figura:
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Figura 54.- Alineamiento de los homologos de mGLUR1 con las secuencias de
2136 y la rodopsina.

La estructura se puede también modelar con la ayuda de uniprot:
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Figura 55.- Entrada de uniprot en donde se indica, la prediccion de la proteina.
http://services.uniprot.org/uniprot-dasty/client/uniprot.php?q=0Q13255 &label=BioSapiens&t=3

O también con Smart:

SMART MODE: Bimple
Modular
' ¥ B T i : NORMAL Architecture
[ W | Y T R T GENOMIC Research
Schuttz et al. (1998) Froc. héd. Acad. Sci. US4 35, 5357-5264
Letunic et al. (2002) ibvkeir Acids s, 1093 narfgkn208 TDD|

TUP FAQ ABOUT

Domains within Homo sapiens protein GRM1_HUMAN (Q13255)

Metabotropic glutamate receptar 1 precursaor
1 100 200

HHIH

Mouse over domain / undefined region for more info; click on it to go to detailed annotation; right-click to save whole protein as PNG image

Transmembrane segments as predicted by the TMAMUWE program (l 3, coiled coil regions deterrmined by the Coiis2 prograrm (B8, segments of [ow
compositional complexity determined by the SEG program (8. Signal peptides determined by the SignarfP program (Il

Figura 56.- Entrada de Smart en donde se indica, la prediccion de la proteina. http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/
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5.3.3 Modelando la estructura con HOMMER

Después de probar distintos servidores que generan modelos por homologia y no obtener
resultados adecuados, me decido por utilizar HOMMER, que un servidor que permite realizar
todos los pasos en uno solo: Modelado de la estructura, modelado de los loops y optimizacion por
dindmica molecular.

Como input HOMMER necesita el alineamiento en formato fasta y la plantilla, ver Figura 58.

3 r:,_r_: : Homology Modeling with HOMER o Homology Modeling with HOMER
T ¥ anual template searcl rsi 5 anual template searc rsion 1.2
S-ﬂ-'mrwv!mv"h Manual template search Version 1 A Manual template search - Version 1.5
Title: Inactiva enters
Quick Help Examples References Server Statistics e o

e

Status: Ankdied

Gieneral Informarions

- - - NI Th s vl b o o s, e i i vl

E-M Hame of sequence (optiosal)

[ Avuilable flles:
et parnameters HIML

E-mad notfication of repdts Firwad masdel ron

e il s
Crder F targetfet O cemplate frst

2 HOMER sutpa:

FRST outpst:

= Asegurarse de marcar esta opcion
Pt Abgranisst o

Oiptiane
Fesfiorza boap modtbng @ 1 [ -oR-Upladatie| | oo
Fertorm dids chaln placemes Chaln ID (f present md et Brst i By |

Errear cinsula Fastablece A | o o

View e g —

de) Siivio Tosars for Elssompuring UF, 8172006 4

Figura 58.- Pagina de input de HOMMER. = o ;
5.3.4 Visualizando los resultados. Figura 57: Output de muestras de HOMMER

En un rato el servidor nos envia, un mensaje
indicando que el modelo se ha generado y que podemos recoger los datos. En la pagina de
resultados tenemos: El fichero PDB con la estructura generada, y un informe sencillo de la
optimizacion energética de la estructura. Desde misma pagina es posible visualizar tanto el modelo
usado como plantilla como la imagen de la proteina

generada.

Una vez descargados los ficheros pdb, podemos
visualizar el resultado y compararlo con los
correspondientes de Rodopsina.

El resultado de una de las estructuras se puede ver en la
figura 41. tanto la estructura modelada con 2136, como
la modelada con 2i37 se superponen casi a la
perfeccion con su homologa. Por otra parte, una
superposicion de mGLURI activa y
mGLUR inactiva, a simple vista tampoco nos ofrece
grandes diferencias (Figura 59). Esto es debido a que
2i36 y 2137 son también practicamente iguales.

Una representacion de cintas no ofrece la resolucion
necesaria cuando trabajamos con estructuras similares,
pero si representamos unicamente el esqueleto de los

modelos si que podemos apreciar ciertas diferencias en
Figura 59.- Modelo de mGLUR1 usando 2136 | 13 estructura.

(inactiva en rojo). Imagen generada con
chimera
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I
r { l\_ -
_J:.T"f-..l__.,:‘:,_ii.l:?'
5= B Dl

o 1"
e T

Figura 60.- A la izquierda mGLURI1 activa (en rojo) y mGLURI inactiva (en verde) superpuestas
(Notese que a mGLUR1 activa le falta un trozo en la parte inferior, que se ha eliminado por que daba
problemas al modelizarse en Swiss pdbViewer, no hay mayor problema, ya que el sitio de unién esta
muy alejado y no va a influir en los resultados de docking). A la derecha (en una orientacion similar)
2136 (verde) y 2i37 (rojo).

En concreto, en la ampliacion de la Figura 61 observamos como TM7 se ha desplazado hacia el
exterior del paquete de hélices transmembrana (para mas detallas sobre los desplazamientos que
ocurren en las hélices consultar (Wess et al., 2008).

En la siguiente imagen de chimera se pueden observar los desplazamientos de las hélices.

T™7
Activada
Inactiva
Figura 62.- Desplazamiento de las hélices por la
Figura 61.- Detalle de la hélice 7 (TM7) activacion. En rojo la forma activada, en verde la
inactiva
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Los cambios mas importantes se producen en el sitio de union de los ligandos. Lo que en un
principio parecen pequeios cambio a nivel estructural como veremos a nivel energético puede ser
importante.

5.3.5 Comprobando la estructura con Swiss — Model.
Mediante Swiss-Model podemos obtener diferentes andalisis de la estructura a efectos de comprobar
si es congruente y los problemas estéricos que presenta.

SWISS MODEL WORKSPACE
[ Workspace ]| [ Repository] [ Modelling] [ Tools] | General Info ] [Links ] [ Help ]
[ Settings | [ logout |

Workspace @
Workunit Type Title Status
POOOO21 Structure Assessment homer_request_2I537 _OK 4 O B =
PO0O022 Structure Assessment homer_request_2[536_0OK 14 (O] Lo I
PO00023 Structure Assessment  2i36_inactiva 14 () B =
POOO024 Structure Assessment 2137 _activada v (o] B |«
Symbals: © submission not finished Q Tdays left o] keep 7 days longer

@ queued L * delete workunit

@ running Tdays left

W failed/stopped © will be deleted

W Ainished
swissmodel expasy. orgfwarkspace [ SWISE-MODEL Team | 2

Figura 63.- Espacio de trabajo de Swiss-Model.

En particular comprobaremos tnicamente los diagramas de Ramachandran, y los comparamos con
los de 2136 y 2i37.

No s& incluyen los
Procheck: tcp mMGLUR1 activa el Procheck: top mGLUR? inactiva

recortado
<< P R O C HE C K S U KN AR Y +
29 ie

+ + << P R © C H E C K 5 U N M A B Y > .
| | |
| input_stem enly.pdh 2.5 |1 impur_stem emly.pds  z.s 317 residues |
| | | |
*| Remachandran plot: 77.8% core  17.7% allow 3.2% gener 1.2% dizmall | *| Ramachandran plot: 81.4% core  14.7% allow 3.2% gener 0.7% dizall |
| | | |
*| kLl Ramachandrans: 3% labelled residues [out of 280) | *| &Ll Remachandrans: 28 labelled residues [out of 311) I
+| Chii-chi? plots: 1 labelled residues (out of 156) | +| Chii-chi2 plots: 3 labelled residues [out of 18) |
+| Main-chain params: 5 better 0 in=ide 1 wor=e | 4| Main-chain pacams: 5 better 0 in=ide 1 worse |
| Side-chain params: 5 better 0 inside 0 worse | | Side-chain params: 5 better 0 inside 0 worae |
| | | |
*| Residue properties: Max.deviation: 11.0 Bad contacta: 74 | *| Reaidus propertiea: Max.deviation: 6.0 Bad contacts: 5|
+ Bond len/angle: 4.2 Morris ev al class: 1 1 3 | + Bond len/angle: 3.5 Morris er al class: 1 1 3§ |
| | | |
| G-tactors Dihedrals: -0.25 covalent: 0.43 Overall: ©0.02 | | G-factors Dihedrals: -0.18 Covalent: 0.51 Overall: 0.10 |
| | | |
| /e hond lengrha: 959.5% within limics  0.2% highlighted | | We bond lengths:100.0% within limics  0.0% highlighved I
| We bond sngles: 95.5% within limies  1.5% highlighved | | M/c bond angles: 99.3% within limics 0.7% highlighted 1
| Planar groups: 100.0% within limies 0.0% highlighted | | Planar groups: 100.0% within limits 0.0% highlighted |
| | | |
+ + o+ N
+ ¥ay be worth imvescigating further. * Worth investigating further. + May be worth imvescigating furcher. * Worth imvescigaring furcher.

Figura 64.- Informe de procheck de mGLURI activa e inactiva. Antes de procesar mGLUR1 activa se ha
recortado una parte (la hélice 8)

En general ambos informes nos dicen que algunos residuos tienen problemas estéricos, el siguiente
paso es comprobar que residuos son y verificar si van a influir en los céalculos de docking. En
realidad lo més adecuado seria intentar relajarlos con mecanica molecular (MM), pero algunos
autores no recomiendan este paso si la estructura obtenida es congruente con los célculos de
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docking. Durante el calculo de MM se corre el riesgo de perder parte de la geometria que hemos
modelado para diferenciar el receptor activo del inactivo(Martinelli and Tuccinardi, 2008)

Ramachandran Plot Ramachandran Plot
mGLUR1 activada mGLUR1 inactiva

Psi {degrees)
Psi {degrees)

T T T T T T T T T T T
=180 =135 S 45 ik 45 Ll 135 180 ik 45 Ll 135 180
Phi (degrees) Phi (degrees)

Flan statietivs Flan statietivs

 (ARL] oo (AL
|s15 i |50

Figura 65.- Mapas de Ramachandran de las formas activa e inactiva de mGLUR1

En efecto, los residuos problematicos, no se encuentran entre los sefialados en el articulo como
importantes, asi que no procederemos a minimizar con MM.

5.3.6 El objetivo: Comprobar el sitio de unidon con docking molecular

En el articulo de Malherbe se comprueba el sitio de uniéon con el ligando EM-TBPC. Nuestro
objetivo es comprobar el sitio de unién con varios programas de docking y comparar el resultado.
Emplearemos el mismo ligando y el software ArgusLab que ha sido contrastado con diferentes
tipos de proteinas frente a AutoDock(Joy et al., 2006) [Detailed comparison of the protein-ligand
docking efficiencies of GOLD, a commercial package and ArgusLab, a licensable freeware].
Posteriormente compareremos los resultados con otros programas.

5.3.7 Docking del ligando con ArgusLab.
Para hacer docking sobre un receptor hay que seguir una serie de pasos que son estandar ((Joy et
al., 2006)) en todos los programas de docking.

A. Preparacion del ligando.

Preparamos una plantilla en 2D del ligando con MarvinSketch. Este fichero en 2D, se guarda en
formato .mol, de momento no tiene geometria.
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Figura 66.- EM-TBPC en MarvinSketch

Una vez abierto el ligando con ArgusLab, le afiadimos los hidrogenos que normalmente no estan
implicitos en los ficheros 2D. Seguidamente lo optimizamos su geometria con ArgusLab.
Elegimos las opciones por defecto de UFF (semiempirico) (Figura 67). Este método es suficiente

para optimizar la estructura del ligando para docking.

- _ 1ol x]
ces  Monjtor  Label Settings Tools  Window  Help -!ﬂl)_(j
T T L 0% 7 &7
plsEE Je@ vorGRIEILO00 0%y HEHX O[S &
= — — -
¢+ s~ 38330 |
|
[+~ EM-TBPC
Hamillorian HamesFock SCF Geomeliy Seaich
- =
b ;:MM; o Huatrs Gadient Conv. 10 ,_k:dfmnb'hﬂ; Cancel
Mg Con. 10 o feeal/mol Masgmum Staps Taken |100
Help
& Line Search
MM = UFF ( T :Pﬁr::ﬁ:l Dagennt Start
(" AMBER -  BFGS
Parit Calcufate Prapethes MM Han-bonded Iré=schons
= r Cubalf Start | B.00C dings
i B
r r Cutolf End | 10.000 Angs
£ £ RN (35 e -
Molaculs LIFF =i

— Hame  [EM-TBPC I Fae (a Chanas

Figura 67.- Modelado del ligando con ArgusLab. Metodo UFF.

B. Preparar la proteina.
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Abrimos el fichero pdb de la proteina activa, (mGLURI1 activa calcs), y le anadimos los
hidrégenos, seguidamente ocultamos los residuos y la pasamos a vista “cartoon — riboon”, para que
podamos ver mejor el hueco en donde tiene que “caber” el ligando. Hay que elegir una orientacion
y zoom que nos permita ver con claridad el hueco, ya que este primer paso lo tenemos que hacer a
mano.

C. Colocar el ligando en el sitio de unioén aproximado.

Copiamos el ligando sobre el fichero abierto de la proteina, y a mano lo llevamos
aproximadamente hacia el sitio de uniéon (con mucha mafia y cuidado).

-

LIRS
IS

BleEE|:2@|¢ 0 Y CER|L 000 | %% HEHSO|S512% L0
+oK KR Zle/e|— 2330

=153 EM-TBPC
com path: CUsers'ramontDeskto
F-[] Atoms
=13 Residues
=53 Misc.
| iy aMOL
L[ Groups
B[ Caleulations
=3 mBLURT_activa_cales
com path: CAUsers'ramontDeskto
F-[] Atoms
=13 Residues

H-[Q Amino Acids Este es el nombre
=) Sy b que adopta el

g m ligando al copiarlo
sobre la proteina
[ Girorepe P

L[ Calculations

:‘In;(iul | 10 Ex -j = Bandsj. . j.'ﬁ@ IZArc ] sﬂ;]rtamar\t.‘q < Zpyt.. -; " Refere... 1 éDD(klnq‘..1 V'Aduhel.”j SW\SS-P.H1 @ ArgusL... j i .EM-TBP.H] ES | @ gadeets ¥ |« 98 e w2

Figura 68.- ArgusLab colocacion del ligando en el sitio de union de forma aproximada.

4.- Preparar el sitio de union aproximado.

Seleccionamos el ligando y escogemos la opcion “make a ligand from this group”, y luego ““con el
ligando seleccionado, escogemos “make a binding grupo from this ligand”.

Creamos otro sitio de union por proximidad seleccionado los residuos por proximidad (3.5 A) y
con la opcion “make a binding site from selected residues”. Tendremos ahora la apariencia de la
ventana inferior.
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Figura 69. ArgusLab. Preparando el sitio de union.

Seleccionamos del menu “Calculation™’/Dock a ligand”, y escogemos las opciones marcadas.

| arg M
@ ew Calculation Swfaces Moritor Label Settings Tools Wi ==
FleHBE |2y o Yy CGERE L O DB 0% HBHXD|ALENLE
"I" Dock a ligand into a binding site x|
Ligand [mGLURT_zctiva_cales: EM-TBPC |
Cancel
Birding Site [mGLUR1_activa_calos: EM-TBPC bindingsite =
Help
Seoring Funetion  [AScare |
Festore Defaul
Paameter et [ascore.pim =l

Save hs Default
Einding Site Bounding Box- e
[¥ Display box ¥ | 16.836278 —

‘ﬂ 8 EREC] —_—

Sl ptimize Current Confia
ho

z [imsass | —:
N
¥ Use Grids Girid Resalution [Ang) i 71
~Docking Engine Calculation Type Ligand-
© GADack € Score Curent Config

igid
bl
R i Exhaustive Doc.  ettings

Decking precision
(° Reqular precision Cancel
gh piscision Help

Augmented oot Node

£ Standard (no augmented torsions]

" Estend ioot node by 1 extra torsion

Mat. number poses |60 =)

K[ )

Dock Calculation Ready

Figura 70.- ArgusLab. Preparando el docking.

D. hacer el Docking.

Ahora ya podemos seleccionar la opcion “calculation” / “run” para correr el calculo.
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El resultado es el siguiente:

* ArgusLab - [C:\Users'ramon',DesktopMGLUR redaccion\mGLUR1_activa_calcs.pdb] oy = |
@ Fls Edt View Calculation Surfaces Monitor Label Settings Tools Window Help - =1 x|

B EEE|[ ey 0¥ GRE(LDDD|e%x|[HES Y[ S1IWLS
blow R Slodfe—3 230

@ 2EMTEPC bindngshe =l
- B JEMTBPC_PROX

. m- g AEMTBRC bindingste
E-£3 Caleulations

=5 ArgusDock: SunAug 0212:43.36 2009

----- = CalcType Dock

= Dulpul fle: C:AUserstamont Deskiop MGLUF

= Ligand: mGLUR1_activa_calcs: EM-TBPC
----- = Terget mGLURT_activa_calcs: EM-TBPC bir

= Scoe Function: AScoe

= Parameter file: C:\Program Files\ArgusLabhpa
----- = DockEngine: Exhaustive Search
----- = Precision : High Precision
= Augment root node : fakse
----- = Mk number of poses : 150
----- = Grids were used
= Grid resolution: 0.3
----- = BindingSits Site Box Size: 16.8353 ¢ 21.199 %
Ho § Posel: -B15kealmal
i Posez -7.87kealmol
H- J Pose3 747 kealfmal
Ho § Posed -7.32keal/mal
F- i PoseB -7.21kealmol
H- f Posel -7.08kealmal
Ho § Pose? 704 kealmal
F- i Pose® -7.03koalmal
Pose % -6.87 keal/mol
Pose 100 -6.70 keal/mol
ose 11 667 keal/mal J
ose 120 6,65 keal/mal
Pose 13 -6.65 keal/mol

Best Ligand Pose : energy = -8.15074 kcalfmol
Pose 14:-6.83 keal/mol = Docking run: elapsed time = 9 seconds -
oot e _"J 3 5

Dock Calculation Done

| 4
Re-clustering the final poses : 39 final unique configurations =]

2O m I B W S e e B s M M e B e

B 2 & o

Figura 71.- ArgusLab. Imagen del resultado del calculo.

La “pose” obtenida es muy similar a la
obtenida en el articulo. Si repetimos el
calculo obtenemos energias similares
(entorno a -8.15 Kcal/mol, en el articulo
el wvalor experimental es de 10
micromoles) y las orientaciones son
similares.

Si repetimos el proceso para la estructura
mGLURI inactiva obtenemos valores de
energia un poco inferiores (-8.4
Kcal/mol) que pueden no ser
significativos ya que los margenes de
error en este tipo de calculos son muy
amplios. La diferencia entre ambas
estructuras estd en las “poses” que
adopta el ligando aun estando en el
mismo entorno.

Pose 1: -8.37 kcalfmol

Figura 72.- El lieando en el sitio de union

No obstante de ambas imagenes se observa que los residuos que interaccionan con el EM-TBPC
son los mismos en ambos casos.
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5.4 Docking del ligando con Molegro.

Molegro es un software comercial de docking similar a ArgusLab pero con prestaciones
superiores, no obstante se pude pedir una licencia de prueba de un mes, tiempo suficiente para
sacarle rendimiento en un proyecto como este . Repetimos el calculo de docking con este software
para comprobar si existen diferencia apreciable.

La rutina de calculo es similar y muy intuitiva (en este caso me remito a la ayuda del software):
Preparacion del ligando, preparacion de la proteina y calculo. Una de las diferencia es que Molegro
permite visualizar los posibles sitios de union mediante el célculo de cavidades dentro de la
proteina y el informe de resultados diferencia la aportacion de cada uno de los residuos a la
energia final del complejo.

5.4.8 Deteccion de las cavidades y preparacion del docking
Mediante la utilidad de deteccion de cavidades de Molegro observamos con claridad los posibles
huecos que pueden ser sitios de

union para los ligandos. En
concreto, el hueco mayor esta
situado  justo donde habiamos
predicho el sitio de union con
ArgusLab.

A partir de este hueco vamos a
probar las orientaciones (lo hace
solo el software) y la energia de
cada sitio de uniéon. Unicamente
modificamos el tamafio por defecto
de la esfera dejandolo en 12 A. El
resto de opciones de docking las
dejamos por defecto.

Figura 73.- Prediccion de las cavidades en las proteinas. En la
imagen el sitio predicho para mGLURI1 activa.

Dl x|

Bocking Tools Window Help
RO -0 | Hydiogens | Fog Hids Residuss == '|
. X :

liems: Choose Scoring Function and Define Binding Site

- Seoiing function

Lp | Seore: MolDock Seare [GRID] -

Grid resolution (3], 0.30

Based on the curent resolution, and the ssaich space size defined below, the giid
will iequite approz. 55,0 ME of memory

Ligand evauation: [~ Intemal ES [ Intemal HBond [~ Sp2-8p2 Tarsions
I Displaseable wiater. Entropy reward (for each water displaced); [3.00 E]

”_54_5
=

~Binding site

Propery | Origin Cavity 1. Volume: 358 912, Suiface: 834 =
Gt % [581 3 v [Bm 3 z [Ez F
i

Radis: [12 & ——_}

< Back | Newt > I Cancel
7

Figura 74.- Preparacion del docking mediante cavidades. La esfera verde es el espacio
de busaueda.
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El resultado se presenta en una ventana
y se indica el fichero de salida para
después cargarlo.

5.4.9 Poses de mGLURL1 activa

Las cinco poses que encuentra para
mGLURI activa se agrupan en dos
clusters cada uno con similares
orientaciones y similar energia (Figura
76)

Molegro por defecto asigna dos tipos
de ranking a las poses, uno basado en
la puntuacion propia “MolDockScore”,
otro en la energia calculada (en la tabla
aparece la interaccion con la proteina),
y por ultimo asigna la posiciébn mejor
valorada con un mix de ambos

= =10l x|
Batchjob started: dom 2. ago 17:57:47 2008, Elapsed: 00:01:20 Skip run
Finizh [estimated]: 17:59:12. Remaining: 00:00:05 :
Working path: C:/Program Files/Molegro/MYD /examples/DockingOutput-21 Simple <<
Current ligand [10 /10 runz] AAEEEEEEENNNENEENEEEENENE 100%
Log ] Posez [current ligand) [35] | Pases (all [5] l Graph ] Current script ]
| Filename | Mame | Energy | FerankScore | Torsians
[00] EM-TBPC.mol2 [00) EM-TBPC -102.957 -7E.3921 2
[M]EM-TEPC.mol2 [01] EM-TEPC -101.97 B2 662 2
[03] EM-TEPC.mol2 [03] EM-TBPC 920715 H4E314 2
[04] EM-TEPC.mol2 [04] EM-TBPC -91.3556 798241 2
[0Z] EM-TEPC.mol2 [02] EM-TBPC -90.4045 72103 2
4 |

Results: & .o/MV D/ examples/DockingOutput-21 /DockingResults. mydresults

Fauze | Cloze |

Status: Finished.

Figura 75.- output de mGLURI1 activa.

“RerankScore” (Tabla 6).

Name Ligand MolDockScore Rerank Protein Cluster
Score
[03] EM-TBPC  EM-TBPC -980.715 -846.314 -107.989 1
[01] EM-TBPC EM-TBPC -101.87 -82.662 -111.312 1
[04] EM-TBPC  EM-TBPC -913.556 -798.241 -100.871 2
[00] EM-TBPC  EM-TBPC -102.957 -763.921 -118.086 3
[02] EM-TBPC  EM-TBPC -904.045 -72.103 -103.996 3

Tabla 6.- Ranking de poses mGLUI1 activa.

e
Cluster 2

Figura 76 .- Visualizacion de las poses de mGLURI activa.

El cluster mas favorecido es el 1, los 10
interaccionan con el ligando son:

His388 -26.6805 ; Ala392
-7.57256 ; Pro385

-4.05831 ; Ala389 -3.24915.

5.4.10 Poses de mGLURL1 inactiva

-15.0105 ; Leu391
-7.24695 ; Leul60

aminodcidos que mas interaccionan con el ligando son

-11.8822 ; le384
-6.41715 ; Arg319

-8.93987 ; His413

-5.96912 ; Arg251

En este caso no hay duda, el valor energia se correlaciona con el valor de RerankScore, la posicion

mas favorecida es la 00.
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Ligand MolDockScore RSerank HBond C_Iuster
core (serie layout)
[00] EM-TBPC -125.4 -997.368 -365.018 1
[02] EM-TBPC -113.668 -952.585 -23.534 2
[01] EM-TBPC -115.809 -951.313 0 3
[04] EM-TBPC -107.778 -903.238 -204.633 4
[03] EM-TBPC -106.38 -814.311 0 5

Tabla 7.- Ranking de poses de mGLURI1 inactiva. En este caso el cluster es
un layout de energia. De mayor a menor segtn la posicion.

Mayor'epergia

Los 10 aminoécidos que mds interaccionan con el ligando son interaccionan con el ligando son:

Tyr216-26.9413 ; His381 -22.9279 ; Pro213 -15.3738 ; His451 -12.6498 ; Ala212
-9.78541 ; Arg382 -8.69849 ; Lys266 -8.38439 ; Cys269 -8.09722 ; 1le190
-6.33211 ; Asp499 -5.3976

Desde SWissPdbViewer se puede obtener facilmente y una vista de la interaccion de EM-TBPC
con los residuos:

Una cuestion a tener en cuenta es que Molegro no da valores calibrados de energia, aunque es
mucho mas eficiente que ArgusLab y sobre todo es mas facil de manejar.(pero no es freeware).
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5.4.11 Discusion

A simple vista se puede comprobar que los residuos que interaccionan con el ligando no son los
mismos que los verificados experimentalmente y corroborados en el articulo mediante simulacion.
La numeracion de los aminodcidos, va implicita en los pdbs y no he podido hacerlos coincidir con
la numeracion real, pero a pesar de esto, tampoco coinciden con los del alineamiento original. Sin
embargo, hay que llegar hasta aqui para darse cuenta que a pesar del desfase en la numeracion, los
valores no coinciden con los experimentales.

Figura 77.- Imagen de la rodopsina interaccionando con el retinal (pdb 2i35). En rojo el
retinal, en verde los aminoacidos que interaccionan con el.

La localizacion del sitio de union del ligando es correcta ya que se sitia exactamente tal y
como esta el retinal en la rodopsina, tal y como se puede apreciar en la Figura 77.

Si rescatamos los alineamientos originales y los comparamos con las secuencias extraidas de los
pdbs de las proteinas que hemos modelado comprobamos que jjjno son iguales!!!, en algin
momento del proceso de célculo (creo que al pasar los alineamientos a HOMMER), parte de la
secuencia a cambiado. Sin querer, he construido un nuevo modelo de GPCR, que tiene el
mismo comportamiento computacional que los GPCRs naturales.

Para tener mayor seguridad en el valor de la energia de interaccion del EM-TBPC en ambos
estados he repetido el experimento de docking en un servidor (http://www.dockingserver.com/)
que permite hacer algunos calculos gratuitos con AutoDock. Los parametros de docking por
defecto los he modificado para que coincidan con los empleados anteriormente. Los valores de
energia de AutoDock, estan perfectamente calibrados y se suelen usar como valores de referencia
para ajustar a valores experimentales. En este caso los resultados de interaccion para las formas
activa e inactiva es similar al obtenido en ArgusLab y Molegro, véase por ejemplo el output de la
Figura 78
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Homse. locking  FAR | Pricieg | Docking Station | Ferwm Absut Us

s il s My Dockings Tome Backing FaQ Pricing Decking Station Farum Abowt Us

My Dockings

s — [
Rendering Te 1 s [

Figura 78.- Output de Docking Server

El valor de la constante de equilibrio para la forma activa resulta ser de 48.52 uM (-5.89 kcal/mol)
frente a los 2.15 uM (-7.73 kcal/mol) de la forma inactiva. Esto quiere decir que, este ligando
parece que estabiliza la forma inactiva del receptor.

En las bases de datos consultadas, no hay depositados modelos tedricos de mGLURI, y los datos
existentes hasta el momento sobre el potencial de modulacion alosterico de este receptor son
escasos. De hecho, hemos podido comprobar que generar un modelo “funcional” de este receptor
no es una tarea sencilla.

En el caso del articulo de Malherbe, la correcta identificacion del sitio de union facilita la tarea de
“guiar” el proceso de SDM para el desarrollo de farmacos capaces de modelar la actividad del
receptor mGLUR1, permitiendo mGLURI1 rectificar indirectamente el paso de iones a través del
canal de potasio.

5.5 Introduccién a los reguladores alostericos.

Dos afos después del articulo de Malherbe se publica el primer review sobre la modulacion
alostérica en la familia C de GPRCs. El articulo de Noeske (Tobias et al., 2006) es la primera
revision de los moduladores alostericos de la familia C. Uno de los temas que se discuten en el
articulo, es precisamente si (Es efectiva la estructura de la rodopsina como plantilla para modelar
los GPCRs de la familia C, si no existe casi identidad en la secuencia (menos del 20%). El
resultado es que las investigaciones con modelos realizados a partir del esqueleto de la
rodopsina es suficiente para explicar no solo el mecanismo molecular del los GPCRs de las
familias A y B, sino también de la C. Noeske revisa y resume los pocos datos existentes hasta el
momento, citando en distintas ocasiones el articulo de Malherbe. Hay que sefialar que en el afio de
publicacion del articulo ain no
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o i fres Fnangy of Fat inteation R pyT—— Teetramatic Totalewarmoiee.  Froquency  demeract,
Eding Constant, Ki Encrin Enerity Enery Surlace
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estaban disponibles las estructuras
experimentales de la Rodopsina

OsRA [T————— o+rA_
en los dos estados. / / ! ' le;i’ﬁﬁ%?
Be/Bo (K,)
2 oRea | —

Los mGLUR se caracterizan por Ouheh |3 — /,__

ser activados en el dominio oRA g OR'A el
. E*E (K,)

proteico extracelular. Igualmente, /

este tipo de reguladores tienen . *

. . . . ORtA ¢ OR“tA
cierta actividad basal. Es decir el

receptor no tiene dos estados
absolutos ON/OFF, sino que actia Figura 79.- Regulacion de los GPCR de la familia C. tomado de

(Tobias et al.. 2006)
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mas bien como un reodstato regulando de forma fina la apertura o cierre de canales de potasio. Los
dos estados (Activo/Inactivo) del receptor estdn en un equilibrio dindmico, y ambos coexisten
aunque no existan ligandos anclados en el sitio de union situado en el dominio transmembrana
(Figura 80). En estos casos, no hablamos de farmacos o ligandos agonistas o antagonistas, sino
que aparecen el concepto de ligando “alostérico”.

En este caso, es como si el receptor tuviera dos reguladores (uno el natural) y otro el farmaco y no
actuan de forma competitiva, sino que cada uno tiene su propio sitio de union, este equilibrio se
representa mediante la Figura 79.

El estado de equilibrio se puede simbolizar mediante

un grafico de energia (ver Figura 79). La linea verde Estado Activo

representa el perfil de energia en el estado normal, sin
que tengamos la accion de un ligando ( o farmaco)
anclado en la zona transmembrana, y la linea punteada
cuando esta actuando el ligando o farmaco. Se observa

Estado Inactivo

que puede actuar de dos formas: \ /*
. a
g . . L ]
A) Estabilizando el estado inactivo v,
(reguladores negativos o antagonistas), o R el

B) Estabilizando el estado activo (reguladores
positivos o agonistas).

|

A su vez dentro de los antagonistas, podemos
encontrarnos con agonistas inversos, es decir supra- Establizacion del
activan al receptor mas que estabilizar el estado

inactivo. Algunos de los ejemplos son el CPCOOEt y Eetado Activog
el BAY36-7620, que parece ser que actua de esta Eetad Inactive :7
forma sobre los mGLUR. _ .

La forma de actuar de los ligandos alostericos pude ser
investigada mediante docking y modelado molecular
gracias al conocimiento actual de las estructuras de la
rodopsina activa e inactiva. La estructura activa puede
servir como modelo para el estado activo del receptor
(sin ligando actuando sobre el) y la forma inactiva

SupraAclivacion de
estado activo

Figura 80.- Equilibrio y modulacion de los
receptores.

modela el estado libre. Para comprobar

computacionalmente si un ligando es un regulador positivo o negativo, hay que calcular la Energia
(AG, en realidad la diferencia de energia libre) del complejo ligando/proteina con ambos modelos y
comparar los valores:

A. Sila AG es mas negativa en el estado inactivo tendremos un ligando regulador negativo
B. Sila AG es més negativa en el estado activo tendremos un regulador positivo.

Como asevera Noeske, la principal problematica en el célculo de estos valores es si la estructura
tomada como plantilla es valida. Las diferencias de energia y de estructura entre ambas son
minimas y por tanto el modelado debe ser muy fino para poder realizar estos calculos. Como
hemos visto en el ejemplo anterior, en ocasiones tan solo estan separadas por una o dos kcal/mol, o
incluso menos como es el caso de los agonistas inversos.
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Allosteric Ligand1
binding-sitefl

Glutamate -binding-sitef

binding-sitey

Competitive-Ligand-

Competitive

Allosteric

» Positive modulator
enhances response to
glutamate

» Negative modulator

suppresses response to
glutamate

Figura 81.- Tipos de ligandos alostericos. Fuente: Presentacion de Noeske.

5.6 Descripcion del articulo de Yanamala. “Preferential binding of allosteric modulators
to active and inactive conformational states of metabotropic glutamate receptors.”
Dos afios después del articulo de Noeske, Yanamala va un poco mas lejos, intentando verificar si
las estructuras disponibles de Rodopsina activa e inactiva son validas para modelar los estados
activo e inactivo de una familia tan lejana como los mGLUR.. Y mas atn, compara los datos de
dos programas de docking a efectos de testear la fiabilidad de los mismos en el estudio de los

farmacos alostericos.

Yanamala, modela el estado inactivo usando 1188 como plantilla, y el activo usando estructuras de
rodopsina modeladas por ANM (Isin et al., 2006). En este método se parte de modelos inactivos de

rodopsina y ajustan los valores estructurales

mediante  técnicas de fluorescencia. Los
programas que testean son Autodock (v3.0) y
ArgusLab (v3.0).

La hipotesis que pretenden demostrar Yamanala
y Col. es que el modelo por ANM es adecuado
para explicar las diferencias energéticas debidas
a la modulacion alostérica en mGLURs, y
contrastar las diferencias entre los modelos de
fuerzas de ambos programas de docking.

Para ello generan pares de modelos de todas las
mGLURs en las que habian datos
experimentales, algunas de rata y otras de
humano (los datos de reguladores de mGLURs
no eran entonces abundantes) y hacen docking
sobre ellos con ambos programas. Los ligandos
que utilizan

El sitio de unién lo confirman mediante
comparacion con los estudios previos (por
ejemplo el articulo de Malherbe) y con los

a. Dark State

@Ay
—an A[— ¥ T
11-cis-retinajey, | E b dl)l(lm"hewm
\ Y
< y

Fig. 3. Comparison of the dark state structure (a) and ANM-pre-
dicted structure proposed for the Meta Il form (b). The colors of the TM
helices are consistent with Figure 1(a). The dark and ANM structures

contain the chromophore in the 11-cis retinal, and all-trans isomeric
forms, respectively. This image was generated using VMD."®

Fuente:
Predisposition of the Dark State of Rhodopsin
to Functional Changes in Structure

Basak Isin,' A. J. Rader,"* Harpreet Kaur Dhiman,” Judith Klein-Seetharaman,” and Ivet Bahar'*

L

Figura 82.- Modelo del estado activo por ANM.

disponibles en esos momentos de SDM.
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El resultado de la comparacion es que: En el 57%, y el 67% de los casos de reguladores negativos
y positivos respectivamente, es predicho correctamente por ambos programas. ArgusLab predice el
86 y 89% en negativos y positivos respectivamente y AutoDock el 71 y 78%. Los valores de
energia que obtienen no los comparan cuantitativamente con los valores experimentales. La tabla

de resultados que presentan indica en algunos casos la desviacion estandar de las repeticiones de
docking.

Normalmente dos experimentos de docking nunca dan el mismo valor de energia ni de posicion,
hay pequefias desviaciones de uno a otro experimento. Actualmente lo programas de docking
comerciales (y actualmente autodock) tienen opciones de minimizacion y optimizacion
automaticas de las poses con menores valores energéticos. En el caso de ArgusLab la pose hay que
optimizarla a mano, como una opcion después del doping inicial. El proceso de optimizacion es
mas lento que el de busqueda inicial (del orden de cuatro veces en ArgusLab), por eso se realiza
posteriormente si hay muchos ligando que comprobar

[ Arousiah IR

File Edit Wiew Caleulstion Surfaces Monitor Label Ssttings Teols Window Help
RedE 2R o0 ¥ GRE|LBD B % HEHR J[AUIMLE
+ow s See|=8 330 |
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om o path; CAUserstraman' DesktopiMGLU
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- R 3Ro016128
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Figura 83.- Preparando los ligando del experimento con ArgusLab.

5.6.12 Replanteando el problema.

El objetivo inicial de este epigrafe era intentar reproducir los resultados del articulo de Yamanala
con las dos estructuras de mGLURI humana obtenidas en el apartado anterior y comparar los
resultados. Es evidente que con la mutacion accidental que hemos sufrido los datos no van a
coincidir. No obstante como estan calculados, no esta de mas analizarlos y comprobar si los
resultados tienen fundamento.
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5.6.13 Resultados

Empleando la metodologia de calculo descrita en apartados anteriores se han calculado y tabulado
los valores de energia de las poses mds favorecidas con mGLURI Activa mutada y
mGLURI inactiva mutada. Los valores resultantes estan en la tabla Tabla 8.

AUTODOCK ARGUSLAB
Activa Inactiva Activa Inactiva
Ro067-7476 NO C. NO C. -8.37 -11.26
(Ag. positivo) (-8.56) (-6.88) (;10.02) (-9.18)
Ro01-6128 -6.00 -7.47 -10.64 -11.39
(Ag. positivo) (;11.06) (-7.06) (£12.54) (ND)
CPCCOEt -4.78 -6.80 -8.04 -9.50
(Ag. negativo) (-6.8) (-7.46) (-8.6) (£9.37)
BAY36-7620 -7.58 -9.13 -10.91 -12.31
(Ag. negativo) (=) () () (=)
NPS-2390 NO C. NO C. -9.89 -10.81
(Ag. negativo) (-8.72) (-8.41) (-9.43) (;10.46)
EM-TBPC -5.89 -7.73 -8.15 -8.37
(Ag. negativo) (-6.68) (-6.82) (-9.43) (;10.46)

Tabla 8.- Valores de energia de los calculos de docking (todos los valores en kcal/mol). Los valores entre paréntesis
son los valores equivalentes del articulo de Yamanala. Los valores “NO C.” no fueron calculados por restricciones de
licencia del servidor de autodock (http://www.dockingserver.com ). Los valores “----*“ no figuran en el articulo
original. Los valores sefialados en verde son los més favorecidos de su correspondiente pareja.

Los residuos que interaccionan con el receptor se pueden encontrar en la tabla Tabla 9, en
todos los casos se sigue un patron similar pero diferenciado en la forma activa 'y en la
inactiva.

AMINOACIDOS INTERACCIONANTES - mGLUR1 mutada

Activa Inactiva
157ALA 159SER 160LEU 206CYS 251ARG 222LYS 226ARG 275VAL 313TYR 321ALA
Ro01-6128 314SER 318HIS 319ARG 384ILE 388HIS 391LEU  323PRO 383PRO 384GLN 387SER 388LEU
392ALA 461PHE 482LEU 483GLU 486GLU
222LYS 226ARG 279GLU 321ALA 361PHE
CPCCOEt 156PHE 159SER 160LEU 251ARG 384ILE 383PRO 384GLN 388LEU 461PHE 482LEU

385PRO 388HIS 392ALA 483GLU 486GLU
226ARG 279GLU 284GLN 321ALA 323PRO
361PHE 383PRO 384GLN 387SER 388LEU
461PHE 482LEU 486GLU

BAY36- 156PHE 157ALA 159SER 160LEU 319ARG
7620 384ILE 388HIS 391LEU 392ALA 413HIS

156PHE 159SER 160LEU 251ARG 338GLU
EM-TBPC 341LEU 384ILE
388HIS 392ALA

212ALA 216TYR 314ARG 382ARG 451HIS
454LEU 455ALA 476HIS 499ASP

Tabla 9.- Residuos interaccionantes mGLUR1 mutada con diversos ligandos.

5.6.14 Discusion y conclusiones

Los valores de energia obtenidos estdn dentro de los margenes de los valores obtenidos por
Yamanala. En algunos casos incluso tienen un parecido asombroso. Por ejemplo, los valores de
energia calculados por Arguslab de CPCCOEt son idénticos, y la diferencia de energia entre ambos
estados es similar en ambos programas (entre 1.5 y 2.0). En el caso de NPS-2390 ocurre lo mismo.
También estan correlacionadas de esta forma las diferencias de energia entre los estados de BAY
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36-7620. Este hecho indica que no solo la proteina interviene en la selectividad, sino también las
caracteristicas conformacionales del ligando.

Hay ligando que tienen comportamiento energético similar en diferentes proteinas, tenemos por
ejemplo el caso de los nombrados anteriormente. La posibilidad de conocer el comportamiento de
un sistema a priori, parece muy interesente, las posibles interacciones de un solo farmaco con
diferentes receptores parece posible.

En la version mutada de mGLURI1, con los ligandos relacionados siempre es el modelo inactivo el
que tiene los valores de energia mas favorables. Esto indica que la mutacion de los aminoacidos del
hueco de la rodopsina ha ocasionado que todos se comporten como reguladores negativos (tienden
a estabilizar la energia del estado inactivo). Los resultados de los calculos indican, como sugiere el
articulo de Noeske es el esqueleto de Rodopsina, y no solo la composicion de aminodcidos del
mismo, sino la forma tridimensional que adopta. No obstante no queda demostrado que la
formacion de complejo pueda reducir también la altura del pico que separa ambos estados.

Tanto las herramientas como las bases de datos bioinformaticas actuales dan soporte a este tipo de
requerimientos en forma de alineamientos de cientos de secuencias y patrones indetectables a
simple vista. Los patrones en muchos casos como este, son muy simples, y tan solo uno o dos
aminoacidos de una cadena de 50 esta alineado (ver - Figura izquierda Alineamiento empleado en
el articulo de Malherbe. Figura derecha: Utilidad de prediccion de la estrutura secundaria de
JalView.).
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Figura 84.- Figura izquierda Alineamiento empleado en el articulo de Malherbe. Figura derecha: Utilidad de
prediccion de la estrutura secundaria de JalView.
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Figura 85.- Uno de los calculo de mGLUR activa en AutodockTools

El método empleado por Yamanala para modelar la estructura activa parece bastante fiable y los
resultados estan de acuerdo con los experimentos. El software ArgusLab me ha sorprendido por su
potencia, aunque aun tiene algunos “bugs”, este programa parece que no ha sido actualizado desde
entonces.

Respecto a Autodock, es un buen programa, aunque es inejecutable en un ordenador convencional,
se necesita un servidor dedicado y mucha paciencia (que no tenemos) para sacar resultados. Las
primeras pruebas de este caso las realice en mi ordenador de sobremesa y tardaban mas de 12
horas, algunos de los calculos en el servidor de autodock han llegado a tardar 4 horas. Su interface
grafica (AutoDock Tools), es muy interesante. Ofrece multitud de opciones y esta perfectamente
integrada con Pymol como visualizador.

Por ultimo, afiadir que en pocos afios veremos simulaciones de fArmacos sobre sistemas complejos
(como este caso) totalmente resueltas computacionalmente.
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6 Modelado molecular de los receptores de adenosina.

6.1 Introduccién vy articulos de base.

6.1.1 Enfoque de caso practico.

Los receptores de la adenosina (ARs) (http://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine receptor ) son
neuro-moduladores que tienen a la adenosina como ligando endogeno, y son miembros de la
superfamilia de GPCRs, perteneciendo a la clase A (“Rodopsin like”). En humanos hay cuatro
clases de de ARs (clasificados en 3 en GPCRDB, http://www.gpcr.org/7tm/classes/adenosine/):

e A; (ATAR)( http://www.iuphar-db.org/ GPCR/ReceptorDisplayForward?receptorID=2166
): Esté involucrado principalmente en la regulacion del consumo de oxigeno a nivel
coronario

o Ass (A2AR)( http://www.iuphar-
db.org/GPCR/ReceptorDisplayForward?receptor]D=2168 ): Principalmente regula los
procesos anti-inflamatorios por todo el organismo.

e Az (A2AR) (http://www.iuphar-
db.org/GPCR/ReceptorDisplayForward?receptorlD=2170 ): Es un componente principal
de los axones e interviene el los procesos de neurotransmision.

e A3 (A3AR)( http://www.iuphar-db.org/ GPCR/ReceptorDisplayForward?receptorID=2172
): Esta relacionado con procesos de inhibicién de melanomas y procesos inflamatorios.

El descubrimiento de esta serie de neurotransmisores abri6 el camino para el desarrollo de una gran
variedad de farmacos capaces de tratar diferentes enfermedades como el asma, desordenes neuro-
degenerativos, inflamaciones crénicas como la artritis reumatoide, y muchos otras relacionadas con
las rutas metabolicas de la adenosina. La investigacion bioinformatica en los ARs, como en el resto
de GPCRs esta limitada, por no disponer de modelos estructurales detallados. La gran mayoria de
los modelos se han desarrollado mediante modelado por homologia basandose en la estructura
inactiva de la rodopsina bovina.

En esta aplicacion préctica, nos centraremos en el A3AR, ya que:

1. El modelo bioquimico de activacion es el mismo en cada caso: responden a cambios de la
concentracion de adenosina

2. Desde el punto de vista de la conservacion de su secuencia son muy parecidos (véase
Figura 86) , tienen muchos ligandos comunes. No obstante, segiin el tipo existen en
algunos casos ligandos especificos para cada uno de ellos.

3. Actualmente se estan desarrollando firmacos muy interesantes, mediante modelado
molecular (solo en los ultimos afos) (Hasko et al., 2008)

4. Como indica el articulo de Gessi (Gessi et al., 2008) “tiene un rol enigmatico” en la
biologia molecular, ya que ofrece facetas contrapuestas como regulador de procesos
inflamatorios y cancerigenos.

Me basare en cinco articulos de base de los cuales extraeré algunos ejemplos de aplicacion de las
técnicas de modelado orientado en la estructura y su extension a experimentos de screening. Los
articulos de base son los siguientes:
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1. (Gessi et al., 2008), “The A3 adenosine receptor: An enigmatic player in cell biology”. Es
un articulo reciente de review, en donde se revisan todos los procesos contrapuestos del
A3AR, y los avances farmacologicos. No es un articulo de bioinformatica, pero es
necesario para entender el papel fundamental del A3AR en el organismo.

2. (Martinelli and Tuccinardi, 2008), “Molecular modeling of adenosine receptors: new
results and trends”, que nos servira junto con los datos existentes en la base de datos
GPCRDB para tener una vision general del modelado de los ARs. Gran parte de los
compuestos y métodos que usaremos a lo largo de este capitulo estan alli relacionados.

3. (Ivanov et al., 2007). “Computer aided comparative analysis of the binding modes of the
adenosine receptor agonists for all known subtypes of adenosine receptors”. Es el primer
ejemplo practico, describe los sitios de union de los agonistas de A3AR.

4. (Wei et al., 2009) “Molecular docking study of A3 adenosine receptor antagonists and
pharmacophore-based drug design”. Este es un articulo en prensa, es muy sencillo y
emplea un método convencional para tratar de determinar el sitio de union de los
antagonistas de A3AR. Es un articulo puramente computacional, se apoyen de los datos
bibliograficos para establecer las hipdtesis. Lo emplearemos como segundo ejemplo
practico.

5. (Colotta et al., 2009) “Novel potent and highly selective human A(3) adenosine receptor
antagonists belonging to the 4-amido-2-arylpyrazolo[3,4-c]quinoline series: molecular
docking analysis and pharmacological studies”. Este articulo, tambien de 2009
complementa al anterior.

86



ESTUDIO DE LAS ESTRCUTURAS DE RECEPTORE TRANSMEMBRANA: RODOPSINAS

CONSENSUSH252 1 AFQAA] L1 v s Bao ey LB T8 1aca sl 1=

507253 danert250 1 ARKAL PV | NS B0 TREC) Ty 1T

aadbv bt 262 1 TQDAL| LucanvGTssAkaT v bl 12

sz @t1252 1 70DAL] T & bl 1=

harcl mouse1.250 1 AFCAl L e v B o ) o 1T

aadar human1 212 1 LGSV LU v o] 1=

0%, chick 260 1 AFQAA L v i B ol FC = 1ar

Qa5 daowd-252  1MSSLY| L¥CumVC LNSNEDS |[BNF) v 1=

20 danei1.262 1 VDL LUCun G L NaN LS |8 v ol 1=

a1 cawpat 250 1 AFQAA| L 1w v WO ER oA FC v 12T

salr U125 1 AFOAA L vy s oAl FC) v 1zr

qlolet_mouseit.252 1 1] 1=

aair catat 260 1 AFQAA] X e 1T

U7 mouse 250 1 AFORA| LV 1w v QA B oA BFC| = far 121

oot 252 1 TODA LicaavGTss AT & o] 1=

B chick.252 1 TRKTT LUCWNA | NS TR A Y 1=

Cpoman 212 1VGELY| LU L NS v bl 1z

aPmcSd ettt 252 1PEDLY LUCANC | NS RN Y v 1z

iz mouse262 1 TADAL T Fuj 5] 1=

Fhumant 25 1 LANYT LU Cvvs LhiEs T TR i = 1T

s2rTe_pumant 252 1 WGESY| LUCRY L NS v = 12

o057EE i 260 4 AFOAA] L1 v v o Bol ec) v = 1zr

aatr b 260 1 AFQAA] L v v B ol wC) v = 1T

GEcant_mouse 250 1 AFQAA) L 1 s v WO ER DA RFC = = 1ar

Gifu) mBA250 1A IRAS LW 1 I LNPS B T TR L 1zr

L1262 1 MGEY X 1=

aati ponatt 250 1 AFGAA L 1w v WO ER oA R FC = 12T

SBAGES_wentEI25 1 ABLYY, £V 1w 1 vNQA B TF F 1zr

a3 25 1 A1 RAS L 1% e s T TRV m 1zr

ot hman 250 1 AFGRA X e ) 1T

a3 SPoopt 250 1WTEN T LU 1 LS B0 T TRE e 1ar

salt bovit 252 1 AQDAY, L¥cAAvGTESARD T v 1=

kel mouset.251 1IN 1 T] L e e T T TR L) 1T

a3 mousar 260 1N T L1 v b TR T TR L} 1ar

aazar mouset 252 X v 12

Beas mouse1.250 1 AFCHAL L 1 e v B o v o] 1T

sl mousart 260 1 AFGRA L e 1T

2 vmal L v Lh TR T TREY L} 1ar

GIBcA_ohckA-250 151DV 1 PUV VAN LA BN TRY T 1zr

mouset.252 1 T0DAL T & 5] 1=

B pumant 262 1 WGES V] LUC L NS v bl 1z

frgpd_sonlat 252 1PEDLY, LUCANC | NSN RN Y v 1=

st dane1.257 1 -MDSL| LA | T v 1z

gl mausei1 209 1 AFQAA X e 1T

GHQT1pGT 25 1 AFGAA L 1 v MO ER DA B C = 1ar

Wman 282 17004 L¥CAAVG TANTEA T & = 1=

el foing260 1 SADEL| A | NS Ty 1T

a3 caota 260 1 LANYT] L1 A L L 1ar

sada contat 252 1 WGEW LUCaN NS bl 1=

a2Ts2 humant 280 1 LANYT] LU Cvx (e s R0 T TR L] = 1T

aazar covpori 252 1 WSSV, 1] | 1z

Lee12iz 1 700AL| T v = 12

a3 bt 260 4 LAEVT] v s T il 1zr

qéoken mut2s  1WLO 1T L 1w e T T TR | 1T

GIpUTS sl 250 1 AS LAY, 1 1 v WA BRD TR E F 1ar

salmit 25 1 AFOGAA Ll v v as EroalFc LVABLALLIN G- BT 21 o g
Conservation
Quality
Consensus
Conservation
Quality
Consensus

consENsUS 252 120 LTBmEEN «BLexe o 1 TLBce s 1y 1afi TELK =2

5 TBuF=nE o1 TR FREREE LY 1L 16K BR TA Y R Ve =0

%ELFEns v TLEQE D B TR ROERE TEHK =z

%BLFENS bo 1 LR P PR vt A ROERYSEHRN 15 =2

ic 1 TLECFOKRS 1L 1Y 1A TELK =0

A8 L FEon| TEECE HARLWLIY LA TERf IR =

xBags 15 b1 TLECE K TRH 1 LTY 1A flE IKKERTAE LG =0

=6 Fek ] FTLECPRPQDWINY LA I IROEROTERR IR =2

LE==0f FTLRCERFRAL NV LA I | RE R T ERK R =z

bc 1 TLRCE KB TILTY 1Al 1ok B TE LK =0

fov TLRCPaKPs 1 Lvy TAfIE TELK =

TELE=on) FT aBE vty LAl 1 iRE FrOTERR I 1R =

b1 TLRCERRs 1Lty 1Al TELK =0

b1 TLRCPaKPs 1L 1Y 1Al TEL 2=

8L Fens fo 7L Ee ox P v rassza i moERY TEHK 15 22

36 Fens = 1D R TEHK 113 =

48 Feon| FTEECEHARLWLIYEAN | 17 B TERE I 1R =z

£ Fno) FTLECORPRLWINY TAIL IRE BRHTERK LK =

TELFEns IC 1 7L F D B s A ROERYS FH 15 =

sBaEvsol 11y BuaEvBaLyLYRal THLL LK =0

A8 FeOn| FTEECRHARLWLIY LA iRE BraTERR I IR z=z

o1 TLRcracls 1oiv iallF TEL! 250

fc 1 TLRCE MR 1 L1y 1A 10 B TE LK =

b1 TLRCR Ok 1L 1Y 1aflE TE =0

05E TY BKCKYBOVY LIV G 1K B TYLL PR =

TELE=0n FTFRCE HARR LMY LA | iRE FrROTERR I 1R =

bc 1 TLRCE KRS 1LTY 1Al 1k By TE LK =0

1 Hafs e fo 1 TLRCK K TR 1 T 1EK Fas TE LY jives =

-0k FosE rY B CKvBOVY L LVGH[L 1 Bx= TH L ek 250

b1 TLRCE kR 1LTY 1A TELK =0

Be prs o bc 1 Ly FocaveaTvLy Lafiit THLL e =0

RELEENS s L L ROERY TEHK 15 =2

LB ER30) 5 i TYFLiLR =0

LB ERa0) o a THFLiLR =0

T8LE=on) T | iRE BraTERR I IR z=z

i 7| g TELK =0

i 7] o TELK =0

3B ERs O L THEv LR =0

TBGE TS| o) L KB TTYLLILR =

TELFEns i 7| a ROERYS FH ) 15 =

A8 FEon| ET 1ms FraTERK I 1R =z

£ o) FTL] L TERKILR =

=BrFExs En 1 TERK LN 51

i 7] g TELK =0

o o 1ok B TE LK =0

L Eens = L TeKflis 22

TBaE=ND) 171 L 10 B FRR v =

sBafs sl e 1 7| a THLLiEx =0

48 LEEDN| FTE IREFROTERK N IR =2

3BaEvso) e 1 1) i THLL LK =0

T8LE=on) £1E | imE FrRaTERK I 1R =z

®ELFens i 7] n ROERYS FHRN 1S z=z

#BaE=s ol o1 1) i THLLlLK 250

3EHERs O B a T¥FvliLR =

GpuTS_sonlar 250 123 LV BMEGN | TR RS TE fo 1 TLECK K TR 1T 1Ex Fas TY LY jIvec =0

satrmit 250 122 LTBME ENEFVULER b1 TLRCPaRRs 1L 1Y 1allE TELK =0
Conservation
Quality
Consensus
Conservation
Quality
Consensus

Figura 86.- Alineamiento de todos los componentes de la familia de ARs. Obtenido de GPCRDB
(http://www.gpcr.org/7tm/classes/adenosine/msa_jalview/ ) y modificado con jalView.
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6.1.2 Importancia bioquimica del A3ARs
Fuente: (Gessi et al., 2008)

Uno de los principales retos de la biologia de sistemas es entender el funcionamiento molecular del
A3AR, sobre todo el mecanismo de unidén de sus agonistas y antagonistas selectivos. Es un
receptor huidizo, con una dualidad, o bajos niveles de expresion (casi indetectables), o elevados,
ambas situaciones conducen a estados patologicos. Se supone por las evidencias experimentales
disponibles hasta la fecha que se expresa en el tdlamo e hipotdlamo. Sin embargo en los Gltimos
afios se le ha encontrado asociado a las células neutrofilas especialmente en enfermedades
inflamatorias y gran variedad de canceres.

Principales campos de aplicacion de sus agonistas y antagonistas son:

e Neuroproteccion-Neurodegeneracion: Se han encontrado ligandos agonistas de gran
potencia (IB-MECA), cuya administracion debe ser muy precisa por el efecto dual del
receptor.

e (Cardioprotector-Cardiotocicidad: Regulando la actividad ( o interfiriendo) de otro AR
(A1AR). En la actualidad se estan empleando farmacos de la serie CI-IB-MECA o
MECA.

¢ Antinflamatorio-proinflamatorio: Es la faceta més desconocida, se ha encontrado altos
niveles de expresion en enfermedades inflamatorias, y bajos en algunas alergias.

¢ Antitumorigeno-Tumorigeno: Dependiendo del tipo de cancer se encuentra sub o sobre
expresado. El IB-MECA también esta en proceso de ensayo para el tratamiento de
algunos tumores por su capacidad de inhibicion.

En definitiva, la regulacion del A3AR mediante inhibidores y agonistas es el campo con mayor
importancia farmacolédgica del momento por la gran cantidad de redes de sefializacion en las que
parecen estar implicado. Su mecanismo de regulacion es de vital importancia para el desarrollo de
farmacos tanto agonistas como antagonistas.

6.1.3 Modelado molecular de A3AR. Estado del arte.
Fuente: (Martinelli and Tuccinardi, 2008)

Hasta el momento desde el punto de vista

“bioinformatico”, se han empleando los
métodos clasicos para el andlisis de
agonistas y antagonistas:

GPCRDB

Information system for G protein-coupled receptors

e Modelado por Homologia de su Datails for aa3t human
estructura tridimensional a partir o Acsarn cod tion Famy Sprcins o
. aadr_tuman | PIIFES Adenosing AJ receptor | Adepogme type J  Homo sapiens | gwigs-proj
de las estructuras de Rodopsina e
Bovina. Structures .
POEID  Stuctustype | Resolution Mol |
10E8  Modal 0 ol |
., 1RTH Madel o didgl |
e Comparacion de los datos de
mutagénesis con los ensayos de
docking. Figura 87.- Modelos de A3AR accesibles desde GPCRDB.

e Screening de compuestos modificados y comparacion con los modelos.
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Sin embargo, en algunos casos el comportamiento de agonistas y antagonistas es difuso y no se
acaban de explicar los mecanismos moleculares de la activacion — desactivacion del receptor.

Hasta el momento de la revision de Martinelli se manejaban tres modelos, uno de ellos depositado
en pdb 1074, que era el que se manejaba normalmente en los estudios de docking y screening.
Actualmente en la base de datos GPCRDB se dispone de dos modelos tedricos del receptor, el ya
conocido 1074 y el 10EA. Los datos de mutaciones existentes que puedan apoyar a los modelos
tedricos son escasos. El modelo 10EA (Gao et al., 2002) parece ser hasta el momento el mas
fiable.

Muy pocos estudios han facilitado informacion esencial sobre la activacion del receptor, pero todos
los analisis apuntan a la necesidad de crear un modelo en estado activado que permita contrastar
con fiabilidad los ensayos de docking y screening en agonistas y sobre todo en antagonistas.

6.1.4 Estudio de los agonistas de A3AR. Description del articulo "Computer aided comparative
analysis of the binding modes of the adenosine receptor agonists for all known subtypes
of adenosine receptors”

Sin ser uno de los ultimos articulos sobre agonistas A3AR, si que contiene un resumen claro y

conciso sobre los modelos de agonistas. El articulo de Ivanov realiza una comparativa de la

efectividad de toda una serie de ligandos de cuatro familias de compuestos.

Los modelos tridimensionales de los ARs los generan con MODELLER a partir de la estructura
inactiva de la Rodopsina Bovina. La estructura obtenida la optimizan mediante mecénica
molecular con el paquete SYBYL y la testean con PROCHEK. En la discusién advierten que
quizas no es el mejor modelo para estudiar la activacion de agonistas (los valores de Energia de
Activacion no van a estar correlacionados). En los estudios de docking utilizan el comando Dock
del paquete SYBYL (no dan mas explicaciones).

Leud B(A, A.)
Phe? %(A;) oo
AsnB.55 Thr36 ,-* ~, PhefSa, Ay Al)
> b I} .: Cysh4? (Aoz)
‘. N \ L HN'-- - 4 Trplﬁ AR
H.MN.. v- » NHDW AsnTAS
i T Voo 0
J"FN""-. - M > -
Lys150 EL2 (A,,) T4 HD D‘H ThriSer’-42

GIu167 EL2 (A,) IS .
1
Ser165 (A, "€ Histe

Fig. 3. The putative binding mode of 5'-N-alkylcarboxamidoadenosines: {++ )
hydrogen bonds and () hydrophobic interactions.

Figura 88.- Modelo de interaccion del NECA con los ARs
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La principal conclusion del articulo es que los sitios de union de los ARs son equivalentes entre
ellos y equivalentes al de la Rodopsina Bovina con el retinal. Y dan una relacion de aminoécidos
que interactian con los ligandos. Como caso genérico de A3AR, proponen el ejemplo del NECA
(Figura 88.- Modelo de interaccion del NECA).
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Figura 89.- Relacion de compuestos empleados en el articulo de Ivanov.
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6.1.5 Estudio de los antagonistas de A3AR. Description de los articulos de Wei y Colota sobre
docking de triazopurinas, imidazopurinas pirrolopurinas, quinazolinas y
arilpyrazognazolinas.

Los dos articulos son similares, a fecha de hoy el de Wei aun estd en prensa, aunque es accesible

desde la Web. Ambos llegan a las mismas conclusiones aunque su objetivo es distinto , por ser

familias de compuestos distintas.

El articulo de wei, “Molecular docking study of A3 adenosine receptor antagonists and
pharmacophore-based drug design”, tiene como objetivo desarrollar un modelo farmacologico a
partir del estudio de la interaccion ligando receptor de antagonistas selectivos de A3AR(Figura 90
), basandose en un conjunto de triazopurinas, imidazopurinas, pirrolopurinas y quinazolinas
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Figura 90.- Numeracion de los compuestos antagonistas objeto del calculo.
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=60602

== Hydrogen bonding

Para los célculos parten de la estructura 10EA del PDB, a la que no realizan ninguna optimizacion.
El software de docking que emplean es Autodock 4. Los resultados de los sitios de union se
resumen en la Figura 90.

Con los resultados de docking, generan un cluster de farmacoforo que emplean para generar una
libreria de compuestos potenciales antagonistas de A3AR, en esta parte emplean el software
CATALYST.

Colotta emplea como punto de partida un set de ligandos de la familia de las arilpirazognazolinas.
El contenido del articulo es mixto, tiene una parte de sintesis quimica y medida de las constantes de
equilibrio y otra computacional. En la parte computacional hacen un estudio de docking de los
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compuestos de partida, crean un farmacoforo, sintetizan quimicamente los compuestos potenciales
antagonistas y miden experimentalmente su constante de equilibrio. Es decir el articulo tiene un
ciclo completo de desarrollo de farmacos.

El famacoforo que proponen coincide con el propuesto por Wei. Los ligandos adoptan distintas
posiciones en el hueco formado por loas residuos 90LEU - 91LEU - 94THR — SER165 - 167GLN
- 168PHE - 172MET - 182PHE - 243TRP - 246LEU - 247SER - 250ASN - 253ILE - 268ILE -
271SER - 272HIS.

El articulo se complementa con una asombrosa correlacion entre los pK experimentales y la
puntuacion de docking.

6.2 Replanteando el problema, materiales métodos y objetivos.

Hemos comprobado en el caso de la mGLURI1 que construir un modelo funcional de receptor no
es sencillo, pero en este caso la identidad de las secuencias entre la rodopsina y el A3AR facilita la
tarea de la construccion de un modelo en estado activado y otro en estado inactivo. Teoricamente el
modo de interaccion del ligando con cada uno de los modelos puede dar pistas sobre el mecanismo
de regulacion del A3AR, hasta el momento muy difuso en la bibliografia.

En este caso practico nos centraremos en:

e Generar dos estructuras de A3AR partiendo de las estructuras activa e inactiva de la
rodopsina (2i36 y 2i37). Con estas dos estructuras junto con la 10EA, testearemos los
juegos de ligandos agonistas y antagonistas de los articulos de Ivanov y Wei. Con el juego
de ligandos de Ivanov (47 ligandos), intentare un experimento de screening basado en la
estructura 10EA y en el espacio de busqueda que determinemos usando la Adenosina
como modelo.

e Dado que el IB-MECA es un farmaco de nuevo desarrollo sobre el que se estan realizando
numerosos estudios, comprobaremos.

e Como caso particular de antagonista incluiremos a la nigulpiridina.
Los medios seran basicamente los mismos que en el caso anterior:
e HOMMER para generar las estructuras y PROCHEK para comprobarlas.

e ArgusLab, Autodock (DockingServer), y una version de prueba de Molegro para hacer los
célculos de docking.

Los objetivos finales son:

e Contrastar los sitios de union obtenidos por diferentes programas de docking con los de los
articulos de referencia.

e (Comparar y evaluar los modelos activo e inactivo frente al 10EA, las diferencias de
docking observadas.

e Evaluar la potencia del docking dirigido a la estructura ( no busqueda por farmacoéforo).
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6.3 Modelado de las proteinas en estado activo e inactivo.

A efectos de modelar la estructura, y relacionar los aminoécidos que vayan a interaccionar con las
A3AR he realizado el siguiente alineamiento de las secuencias de rodopsina, pdbs: 1188, 2i36A,
2i37A, y las secuencias de A3AR de rata, vaca y humano.

CPSD_BOVINT-342
PDB|1F88|1F88|A1-332
PDE|1oea|1 OEA|A/-298
PDE|2i36]|2/36|471-326
PDB|2i37| 2037\ A1-31T
aadr_bovin'1-317
aaldr_human/1-318
283r_rab'1-320

CPSD_BOVINT-342
PDE|1FB8|1F88|AM1-332
PDE| 1oeal1 OEA|AA1-298
PDB| 2136|2036 AF1-326
PDEB|2i37| 2037\ A1-217
aa3r_bovin'1-317
aadr_human'1-318
aaldr_rat'1-320

QPRS0 BOVINT-342
PDE|1F38|1Fa8|A/1-332
PDE|1oeal 1 OEA|AM-298

PDB|2136]2/36|471-326
PDB|2i37| 2037\ A1-217
aadr_bovin/1-317
2a3r_human/1-318
aadr_rat’1-320

CPSD_BOVING-342
PDB|1F88|1F88|AM1-332
PDB|1oea|1 OEA|A1-298
PDE|2i36]2/36|A/1-328
PDB|2i37|2037|441-317
aadr_bovin'1-317
aadr_human/1-318
2a3r_rat'1-320
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Figura 91.- Alineamiento de las secuencias de A3AR y rodopsina. Realizado con la utilidad remota de
CLUSTALW implementada en JalView. Encuadrados en amarillo estan los aminoacidos que segun la

bibliografia tienen mayor posibilidad de interaccion con el ligando.

Una vez realizados los alineamientos seguimos el procedimiento de la seccion 5.3.3 (HOMMER,
incluyendo una optimizacion de los loops extracelulares), y obtenemos las dos proteinas en estado
activo e inactivo. La proteina en estado inactivo la denominaremos A3AR 2i36, y a la proteina

activa A3AR

6.3.6

2136..

Revision de las estructuras con Procheck

Siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, revisamos ambas estructuras con Prochek.:
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A ©¢¢ PR O C H E © E g U M M B B T srro———— +

I I Tl
| input_atom only.pdb 2.5 289 residues | I o
| | - |
*| Ramachandran plot: §3.53% core 13.6% allow 2.3% gener 0.58% disall | 3

| | i
*| A4ll Ramachandrans: 19 labelled residues [(out of 233) | -’-:ii:':
+| Chil-chizZ plots: 3 labelled residues (out of 179) | i

| Main-chain params: & better 0 inside 0 worse | G

| 3ide-chain params: 5 better 0 in=side 0 worse | i‘

I [

*| Residue properties: Max.deviation: 11.6 Ead contacts: 41 | £

*| Bond len/angle: 26.1 Morris et al class: 1 1 |

| |

| G-factors Dihedrals: -0.14 Covealent: 0.06 Crrerall:  -0.08 |

| |

| M/c bond lengths: 98.7% within limits 1.3% highlighted 15 off graph |

#| M/c bond angles: 95.7% within limics 1.3% highlighrced 2 off graph |

| Planar groups: 100.0% within limits 0.0% highlighted | -
| | T 1k

. . ] ] . ! Phi (degraes)
+ May be worth inwvestigating further. % Worth investigating further. -

Figura 92.- Informe de Prochek de la estructura A3AR 2i37.
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| |
| input_arcom only.pdb z.5 297 residues |
| |
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| |
*| A1l Ramachandrans: 36 labelled residues (out of Z95) |
+| Chil-chiz plots: 4 labelled residues (out of 183) |
+| Main-chain params: 5 hbetter 0 in=ide 1 worsze | ';
| Side-chain params: 5 better 0 inside 0 worse | d.
b
| [
*| Residue properties: Max.deviation: 9.0 Ead contacts: 66 | 4
| Bond len/angle: 9.7 Horris et al class: 1 1 |
|
| G-factors Dikhedrals: -0.26 Cowvalent: -0.08 verall: -0.22 |
| |
*| M/c bond lengths: 98.5% within limits 1.5% highlighted 16 off graph |
] M/c bond angles: 97.6% within limics 2.49% highlighrted 1 off graph |
| Planar groups: 100.0% within limits 0.0% highlighted |
| |
f f Phi (degraes)
+ May be worth investigating further. * Worth investigating further.

Figura 93.- Informe de procheck de la estructura A3AR 2137.

Los resultados de Procheck nos indican que la estructura A3AR 2136, tiene mas impedimentos
estéricos que la A3AR 2i37. En concreto, el porcentaje de punto fuera es de 0.8 frente a 2.5%.
Dado que los célculos de docking los haré permitiendo girar a los aminoacidos del sitio de union
(suele ser lo normal), en ese momento se producira la optimizacion.

En la estructura A3AR 2i36 hay un enlace roto y varios aminoacidos que les faltan oxigenos (en
las figuras no aparece este dato). Antes de pasarlos a doking los reparo con la utilidad de
reparacion de Molegro.
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6.3.7 Comparacion de las estructuras.

Como en el caso de la mGLURI, las estructuras activa e inactiva son bastante similares no
obstante si que se observan pequefios desplazamientos entra ellas casi imperceptibles. En la Figura
94 comprobamos (es dificil de verjj) que A3AR 2i36 esta entre A3AR 2i37 10EA, esta ultima se
puede comprobar en la imagen que esta como apretada por la parte central ( como un fardo de

paja).

Figura 94.- Desplazamiento de las hélices en A3AR respecto de IOEA. En la figura de la derecha
estan las tres estructuras superpuertas, la mas interior es la 10EA, seguidas de A3AR 2i36y
A3AR 2i37. Se aprecia como se “apretuja” como un fardo de paja.

En la Figura 96 y Figura 95, se aprecia como el loop EC2 se levanta hacia arriba en las dos
estructuras por homologia, mientras que en 10EA permanece junto al paquete de hélices. El
aminoacido con mayor implicacion es MET172 que puede quedar fuera del espacio de interaccion.
Sin embargo el aminodcido equivalente (Figura 96 , imagen de la izquierda) en las estructuras de
Rodopsina empleadas como patron este aminoéacido esta en idéntica posicion que sus equivalentes
en las estructuras modeladas.
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A3AR_2137

Figura 95.- Detalle de la comparacion de 10EA con A3AR 2i37. Las flechas naranjas indican los
desplazamientos de las hélices observados.

2137 - 2i36

Figura 96.- Desplazamiento de los aminoacidos entre las tres estructuras. En amarillo 10EA, en verde y rojo
A3AR 2i36 y A3AR 2i37. A la izquierda esta el equivalente de la estructuras de rodopsina
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6.4 Preparando la proteina con DockingServer

6.4.8 Selecciodn del espacio de busqueda

El espacio de busqueda del sitio de union de los ligandos ha fijado teniendo en cuenta los valores
experimentales de Ivanov. Los resultados de SDM indican que los aminoéacidos importantes son:
TRP43, ILE186, LEU90, LEU246, MET172, TYR254, PHE182, MET172, TYR152, ASN250,
SER247, PHE168, GLN167, TRP243, HIS95, LEU244.

Desde la interface de Docking Server seleccionamos los siguientes pardmetros iniciales:

Protein in 3D (residues within the simulation box are colored yellow)

My Proteins )

Current processing componentis): m
Select simuiation box m

Box size: {in Angstrom)
w27 y7 227
Shrinkfexpand box:

4 e = a) > e

Box center:
M EE w07 |2
Move box:

@ﬁﬁiﬁﬁﬁ

Figura 97. Seleccion del espacio de busqueda de 10EA en DockingServer.

Mediante las casillas de visualizacion comprobamos que todos los aminoacidos de la lista entran
dentro de la caja. La seleccion de los aminodacidos fue la siguiente:

Selected amino acids:

7
z1-
4.
&1-
g1

101-
121
1941
161
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201-
221-
241-
261-
281-
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—
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L L F L ﬂ-zm
-Hm--ﬂ-ﬂ“ﬂ Iln-n c c [l - =
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]
—
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Figura 98.- Seleccion de los aminoacidos del espacio de busqueda de 10EA.

Con esta configuracion se obtuvo una pose mas favorecida de la Adenosina en su interaccion con
10EA (Figura 99).
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6.4.9 Testeando la posicion del ligando Adenosina en 10EA
En una primera aproximacion se hizo docking con un espacio de busqueda que englobaba la parte
superior de 1oea con la adenosina para comprobar en donde se situaba el ligando.

| Results Table

Rank Est. Free Energy of Est. Inhibition v + Hhond + desohr Electrostatic Total Intermolec. Frequency Interact.
Binding Constant, Ki Energy Energy Energy Surface
B. -0.10 kcalfmal 8358.23 mM -1.53 kcalfmal -0.02 kealfmaol -1.86 kcalfmaol 35% 445,029

Figura 99.- Posicion que adopta la adenosina en el interior de 1OEA. Imagen generada con
SwissPdbViewer y jMol. El la imagen principal se han seleccionado los aminoacidos de la cadena que
-“envuelven” a la adenosina. Se presenta la energia de interaccion mas favorable.

El resultado concuerda con los reseniadazos en la bibliografia: TRP243, ILE186, LEU90, LEU246,
MET172, TYR254, PHE182, ASN250, SER247, PHE168, GLN167, HIS95, LEU244. En verde
marcados los que coinciden.
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Figura 100.- Detalle de las interacciones de la Adenosina con A3AR (10EA).- La adenosina en rojo esta
incluida en su superficie molecular (gris blanco). Los aminoacidos estan coloreados por su TM. La

superficie puntada, es 1 a generada por loa aminoacidos en cercanos a la adenosina. Imagen generada con
SwisPdbViewer.
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6.4.10 Optimizacion de la pose mas favorable de la Adenosina con A3AR (10EA)

A partir de la primera pose que coincide con los datos bibliograficos, genero poses
optimizadas a partir de esta. Los parametros resultantes de estas se utilizaran para el resto
de calculos que realizare con todos los ligandos de A3AR.

Optimizacion con DickingServer/AutoDock

Una hemos comprobado que los aminoacidos que interaccionan con la Adenosina en una primera
aproximacion son correctos, he procedido a optimizar la pose con un espacio de busqueda mas
reducido en DockingServer. El resultado de la optimizacién produce una mejora considerable de
los valores de la energia hasta -6.73 kcal/mol, véase la Figura 101. No obstante, las interacciones
con los aminoécidos siguen siendo las mismas Figura 102.

Main

] Results Table

Rank Est. Free Energy Est. Inhibition v + Hbond + desolvy Electrostatic Total Intermolec. Frequency Interact. Download

of Binding Constant, Ki Energy Energy Energy Surface
1 -6.73 kcalfmol 11.70 uhd -5.67 kcalmol I-(Dcégﬁmol -6.74 kcal/mol 20% 4472 883 dowinload
2. -6.21 kecal/mol 2783 ubd -7.14 keal/mol Lﬂcgﬁmol -7.26 kcal/mal 13% 465.128 download
ch -5.10 kcal/mol 33.87 uM -7.03 keal/mal ﬂ;ﬁmul -7.16 kcal/mal 18% 453.341 download
4. -5.98 kcalfmal 41.11 ubd -6.04 kcalfmal ﬂgﬁmol -6.91 kcal/mal % 459,754 dowiload
58 -5.06 kecal/mol 196.95 uh -5.50 kecalfmal LDc.Eﬁmol -5.54 keal/mal 1% 447.99 download
B. -4.41 kecal/mol 583.57 uh -4.44 keal/mol Lﬂcgﬁmol -4.46 kcal/mal 1% 471.014 download
7. a%8keabmol 121 mM 424 kealimal ol 477 kealimol 5% 45303 download
8 S45kealmol  2.95 mi 328 kealfmal P 329 kealimol 1% 43841 download

Figura 101.- Resultados finales de la optimizacion del espacio de busqueda de la pose mas favorecida de la
Adenosina con la estructura A3AR (10EA).

Interactions
91: LEU Protein Clean
94: THR
95 HIS tstep 0.2
167 GLN
188 PHE ustep 5o
178 WAL dstep 50
181: SER
182° PHE nnstol 2.0
186: ILE )
243 TRP ta_pop_size 150
247 SER ga_num_evals 2500000
250 ASN 5
ga_num_generations 540000
ga_rn 100

Figura 102.- Vista de la pose 1 (figura anterior). A la derecha parametros de docking optimizados. Imagen
de Jmol

Podemos comprobar que todos los aminoacidos sefialados en la Figura 102 son los indicados
en amarillo en el alineamiento de la Figura 91. El valor de Ki para el complejo de la adenosina
con el A3AR es de 0.29 nM, mientras que el valor calculado con esta estructura es de 11.7 uM
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Metodo computacional con Docking Server:

Docking calculations were carried out using DockingServer (http://www.dockingserver.com). The Dreiding force field (Mayo,
1990) was used for energy minimization of ligand molecule using built-in Chemaxon tools in DockingServer. Gasteiger partial
charges were added to the ligand atoms. Non-polar hydrogen atoms were merged, and rotatable bonds were defined.

Docking calculations were carried out on 10EA protein model. Essential hydrogen atoms, Kollman united atom type charges,
and solvation parameters were added with the aid of AutoDock tools (Morris, Goodsell et al., 1998). Affinity (grid) maps of
27x27%27 A grid points and 0.375 A spacing were generated using the Autogrid program (Morris, Goodsell et al., 1998).
AutoDock parameter set- and distance-dependent dielectric functions were used in the calculation of the van der Waals and the
electrostatic terms, respectively.

Docking simulations were performed using the Lamarckian genetic algorithm (LGA) and the Solis & Wets local search method
(Solis and Wets, 1981). Initial position, orientation, and torsions of the ligand molecules were set randomly. Each docking
experiment was derived from 100 different runs that were set to terminate after a maximum of 2500000 energy evaluations. The
population size was set to 150. During the search, a translational step of 0.2 A, and quaternion and torsion steps of 5 were
applied.
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Optimizacion con ArgusLab

Para contrastar el valor de la energia repetimos el célculo con ArgusLab. Para ello exportamos la
pose 1 junto con la proteina a un pdb con dos capas, para que se mantenga la conformacion. En
base a esta conformacion optimizamos la postura. El valor de la energia resultante es de -7.05
kcal/mol (48 nM) (Figura 103)

ol
B | = |
+or ¥R so/w ~38330 |
- = B 2 <1 bindingsite =
: = lype: binding site
-'ff- [ Atoms

. ArgusDock: Wed Aug 05 17:41:32 2009
ArgusDock: Wed Aug 05 17:42:13 2009
-m  CalcType: Optimize Cument
= Dutput file: C:\Usershramon'Desktopha. 38R
= ligand: loea_adenosina_final: <13
= Target: Toea_adenosing_final: <1 bindings
= Score Function: A5core
= Local Search Rate: 0.08
= Local Search Cory: 000015936 keal/mal
m  Local Search Max Steps: 20
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om o Grids were used

= [Grid resolution: 0.3
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Figura 103.- Optimizacion de la pose de la Adenosina en A3AR con 10EA con ArgusLab, partiendo de la
pose optimizada con DockingServer.
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Optimizacion con Molegro

Para realizar los experimentos de docking con
Molegro he seleccionado la pose mas favorecida de la
adenosina, encontrada por autodock y se ha creado un
espacio de busqueda optimizado para esa posicion.

La cavidad mas favorable encontrada con Molegro
coincide con la posicion de la adenosina en 1OEA. En
la Figura 104, se aprecia la cavidad de docking en
verde brillante. La esfera verde es el espacio de
busqueda, y las bolas negras la conformacion de
rotameros de los aminodcidos que estan en la region.

Residuo Energia de interaccion
(Unidades Molegro)

ASN250 -298.078

PHE182 -782.701

SER170 -782.621

VAL169 -605.865

TYR254 -462.233

VALI178 -439.237

LEU264 -394.638

VALI171 -377.366

SER155 -368.551

MET172 -35.568

Tabla 10 .- Relacion de aminoacidos con mejor energia de
interaccion con 10EA. En verde los que coinciden con
los obtenidos por autodock

Espacio de busqueda

Adenosina op%lzac@
enla cavidad g o
TN

Ser 247

le 185 Trp 24~

Figura 105.- Pose mas favorecida de la adenosina
con la estructura loea

La relacion de aminoacidos con menor energia de interaccion coincide parcialmente con la
obtenida mediante AutoDock. Ambos programas no identifican como la mejor a la misma pose. En
este caso, la adenosina se sitlia justo debajo de EC2, mientras que en autodock esta desplazada
hacia el interior de las hélices.
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6.5 Resultados de Docking con ligandos Agonistas con 10EA, comparacion de
Autodock. ArgusLab y Molegro.

De una seleccion de ligandos de articulo de Ivanov ((Ivanov et al., 2007)) se han calculado las

energias totales de interaccion con los parametros de docking expuestos anteriormente,

usando la estructura IOEA.

ENERGIAS DE INTERACCION DE LIGANDOS AGONISTAS CON 10EA

AutoDock ArgusLab Molegro

(kcal/mol)  (kcal/mol)  (DockScore) PK&XP

Adenosine  -6.73 5.4 14517 2426

PO 1 N6-Benzyladenosine ~ NC 1023 (%) -12024 18,08
N6- (4- BromophenyDadenosine ~ NC 9.11 (¥) 11648 19,59

N6- (4- S“1f°ph"“y”ad"r(“s’§}2§ 7.65 -6.44 14441 17,20
N6'(R)'Phenylis"pr"pylad(‘;f_‘;ix -9.26 -6.66 132,86 2023

> Metylearboxamidon ey <6.53 -6.96 13430 21,17

TIPO 3 >N HhylearboxamidonednS  -6.87 -6.85 129,93 2330
5"N'CYClOP“’Pyl"arbOXamidO?Ii?;’gx 27.06 -5.88 -153,40 1834
IB-MECA  -10.16 7Aoo -164,15 8('2 ﬁ')o

Tabla 11.- Resultados de los experimentos de docking. Los valores experimentales de pK son los citados en
el articulo de Ivanov. (*) Para obtener estos valores se modifico el espacio de busqueda de arguslab y la
conformacion de rotameros. (**)Para comprobar el efecto de afiadir rotameros extra se recalcula este valor
para IB-MECA. (***) Valores extraidos de http:/www.iuphar-db.org/GPCR/ReceptorDisplayForward?
receptorlD=2172

Como caso particular y caracteristico de los agonistas, he introducido el caso del IB-MECA como
agonista modelo (http://www.biomedcentral.com/1471-2210/8/20 ), un farmaco de nueva
generacion que esta en la tercera fase antes de su salida al mercado. Este farmaco esta siendo
profundamente estudiado a todos los niveles debido a su extremado potencial el tratamiento del
cancer y de las afecciones reumatoides cronicas. Hay estudios que muestran que incrementa los
efectos del Metotrexato (http://es.wikipedia.org/wiki/Metotrexato) en el tratamiento de la artritis
reumatoide (ver (Gessi et al., 2008) para un resumen detallado). Como podemos comprobar en la
tabla es el que mayor valor de energia de interaccion presenta de todos los ligandos analizados.

Los valores de energia total de interaccion obtenidos se muestran en la Tabla 11. La correlacion
entre los valores de energia y el pK experimental se muestra en Figura 106.
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Figura 106.- Correlacion entre la energia total y el pK experimental para Molegro (izquierda) y AutoDock y
ArgusLab (derecha).

Hay que resaltar que ni para el “N-6-Benzyladenosine” ni para el “N6- (4-
Bromophenyl)adenosine”, se obtenian resultados aceptables de energia con los valores
preestablecidos para la adenosina, por lo que hubo que modificar los parametros del calculo. En
concreto se aumento el espacio de busqueda (30x20x30), se diminuyo a 0.25 el espaciado del grid,
se aumento el numero de rotamelos del ligando en n+1. Bajo estas condiciones los ligandos
enlazaron con el receptor. Hay que tener en cuenta que estos valores no son comparables con el
resto, ya que han sido calculados bajo condiciones diferentes de optimizacion. Como se puede
comprobar en la Figura 107, su volumen es mayor que el de la adenosina, y adoptan una posicion
paralela a las hélices. A pesar de su volumen la energia de interaccion obtenida hace pensar que se
generan fuerzas intermoleculares muy intensas que rebajan la energia del complejo, facilitando que
entre dentro de las hélices.

Figura 107.- Posicion de los ligandos en ArgusLab “N-6-
Benzyladenosine” y “N6- (4- Bromophenyl)adenosine” después de
optimizar el espacio de busqueda.
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En la graficas de energia vs. Pk, (Figura 106) se observa muy poca correlacion entre los valores.
El tnico programa que muestra una ligera correlacion es Molegro. Este hecho no debe
sorprendernos, pues es extrafio que en la bibliografia se encuentren correlaciones correctas entre
Energia calculada y constante de equilibrio.

Los residuos que interaccionan con los ligandos tipo 2, son esencialmente los establecidos para la
adenosina. A efectos de comparar con los resultados de los articulos tomaremos como referencia
los del IB-MECA.

Val 171

Ser 247

Trp24°

=

Figura 108.- Residuos con menor energia (mas negativa) de interaccion con la estructura 10EA.
Ligando IB-MECA.

Los residuos marcados en verde en la Tabla 12 , son los referenciados en la bibliografia, en cambio
no tenemos a LEU90, TYR152, y LEU244, que si que aparecen en la bibliografia, pero en este
caso parece que no interaccionan con esta configuracion (o el ligando). En este caso, los dos
programas que tienen esta funcionalidad coinciden, AutoDock y Molegro.

Residuo Energia Residuo Energia
(DockScore) (DockScore)
TRP243 -973.215 LEU91 -131.951
VALI169 -707.995 ILE186 -112.839
SER170 -500.959 SER247 -105.508
ILE253 -448.999 MET172 -100.634
TRP185 -394.588 VALI178 -83.066
GLN167 -377.128 PHE168 -22.426
PHE182 -312.592 SER181 -10.063
VALI171 -265.528 TYR254 -6.645
ASN250 -224.958 THR94 -0.301
LEU246 -209.388 CYS251 -0.457
PHE239 -190.699 LEU264 -0.531
ILE98 -188.084 SER155 140.268
HIS95 281.202

Tabla 12 .- Residuos interaccionantes del IB-MECA con A3AR

estructura TOEA . calculados con Molegoro.
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6.6 Resultados de Docking con ligandos agonistas con 10EA, A3AR 2i36 y A3AR 2i37.
En la Tabla 1 y en la Tabla 13, se presentan los valores de Energia obtenidos en una comparacion
de dos de los tres programas empleados con las tres estructuras. En este caso, no contemplaremos
los resultados de ArgusLab, ya que hasta el momento, a pesar de su facilidad de uso, no puede
informarnos detalladamente de los residuos que estan interaccionando.

ENERGIAS DE INTERACCION DE LIGANDOS AGONISTAS CON LAS ESTRUCTURAS CALCULADAS POR

HOMOLOGIA
AutoDock (kcal/mol) Molegro (MolDockScore))
A3AR_ 2136 A3AR_2I37 A3AR_2136  A3AR_2137
(1 nac?iva) (ActiT/a)) 10EA (1 nac?iva) (ActiT/a)) 10EA
Adenosine -6,57 -5,88 -6,73 -134,77 -113,68 145,17
TIPO . -
; N6-Benzyladenosine ~ NC NC NC (13027 1140600,
N6- (4- Sulfophenyl)adenosine ) ) ) -
(SPA) NC NC 7,65 124,93 116,75 144,41
N6-(R)-Phenylisopropyladenosine ) ) ) -
(R-PIA) NC NC 9,26 131,88 118,12 132.86
5’-N-Methylcarboxamidoadenosine -
(MECA) NC NC -6,53 -131,01 -116,69 134,30
TIPO 5’-N-Ethylcarboxamidoadenosine -
P (NECA) -6,83 -5,81 -6,87 -148,55 -116,65 129,93
5°-N- )
Cyclopropylcarboxamidoadenosine NC NC -7,06 -131,91 -116,65 153.40
(NCPCA) g
IB-MECA -9,46 -8,39 -10,16 -152,21 -151,02 164,15
Tabla 13.- Resultados de los experimentos de docking con las estructuras construidas por homologia. Los
valores “NC” no fueron calculados.
El valor mas cercano en energia a la estructura
IOEA es entonos los casos el obtenido por -100 ‘
A3AR 2i36, la forma inactiva. Este resultado es I
normal ya que 10EA es una estructura también +110 1
“inactiva”. Entre las estructuras de homologia _ an = s
“activa” y el pK se observa una ligera correlacion, ;3’, 1201 .
mientras que en la estructura inactiva los valores 2 0l
estan mas dispersos. Tedricamente al hacerse la g *.
energia mas negativa tiene que disminuir el pK £ 140 |
En todos los casos, la energia del estado inactivo es -150 | : * « (hactiva)
menor que la del estado activo. Excepto en el IB- = (Activa))
MECA en donde los valores obtenidos por Molegro 160
se pueden considerar idénticos, puesto que entran PK
dentro del margen de error. La causa de la
disminucion de la energia es debida a factores de | Figura 109.- Correlacion entre la energia y el pK de
cantidad de residuos interaccionantes, por lo que los | agonistas en las estructuras Activa e Inactiva.

valores absolutos no son comparables. En la figura

se puede comprobar como las poses mas favorecidas de la adenosina no interactan con los

mismos residuos en la forma activa y en la inactiva.
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Interactions Interactions
a4: THR 91 LEU
162: THR 95 HIS
163: PHE 155 5ER
165: SER 186 GLU
186: ILE 162 THR
243 TRP 163 PHE
246 LEU 165 SER
247 SER 181: SER
260 ASN 182 PHE

186: ILE
246 LEU
260; ASN
268 ILE

Figura 110.- Poses de la adenosina mas favorecidas de la adenosina en las estructuras activa e inactiva.

Los residuos interaccionantes de IB-MECA no coinciden entre las estructuras 10EA, A3AR 2i36
y A3AR 2I37. En la Tabla 12 se puede comprobar que la estructura A3AR 2137 es la que tiene
mayor numero de residuos coincidentes con los datos bibliograficos, 7, frente a 4 de A3AR 2I36.
El resto de las estructuras a excepcion de la Adenosina siguen un patrén similar.

En el caso del IB-MECA, hay una apreciacion que merece ser tenida en cuenta. Mientras que en la
forma activa la pose mas favorecida acumula el 51% de la frecuencia (cluster de posiciones con
energias muy similares), la forma inactiva tiene una distribucion extensa de poses, y la pose con
menor energia inicamente acumula el 14% (Figura 111). Esta situacion se repite para los otros
ligandos, incluida la adenosina. Podemos decir que los ligandos estan en una posicion
“metaestable”.

Energia de las 6 primeras poses estructura activa

Rark Esd. Free Enenpy Est. Inhibition il + Hisoned + deraoby Electrosiatic Todad Indenmmlec. EjUICY Inferact.
of Bincing Constant, Ki Energy Enerpy Energy Surface
. A kel S P m 4113 879 kealh .
838 kcakmol T12H2 M 8185 kealimol Krakimal 8.72 kealimol 958.11

826 keakmol d78.17 aM BT kealmol lis -5.29 kealtmal 9% a55 83
keabfmol
- ’ " . 003 - A . ot i
k! -7 95 keakmol 1.45 uM A7 kealfmol -5.20 kealtmal B% 929299
keabfmal
a £ ~ 0.08 A " R
4 -7.94 kcalmol 1.52 uM B 68 kcalimol . -B.75 kealimal 3% 337 BB
keabfmal
& E% o Hm " " o
g 793 kealmal 1.53 uM 08 kealmol 3 .07 kealimal 1% a31.2%7
kecalfmal
- - = 0.0s .
& 7 B0 kcakmol 1,92 uM 829 kcalmol 8.34 kealimal 8% 800 247
kcalfmal

Energia de las 6 primeras poses estructura inactiva
Fank. Est. Frose Erser gy Est. Inhibition el + Hibnnd + dusake Electrostatic Total iermoles. Frequency  Inleract,

of Birling Canstant, Ki Enenmy Eneray Enerny Surface
1 8,45 kealimo 197,22 o 1055 kealimal o 4071 kcalimo @ 366 207
) . ) 006 -
2 B.71 keal'mol 410,75 nhd -8.63 kcalfmaol kealfimo 968 kealfmol 6% 961529
3. BMkealmol 74838 oM 560 keabimo o S0keskmol 7% 906,450
) . I R am o3t hea] -
-B.25 keal'mod 89664 nhy -0.87 kcalimal kralimo 391 kcslfmol 2% 753963
5 -B.20 kealmod 57919 ni -B.E9 kcalimol +0.08 -8.84 keslfmol 10% 8e3. 75
kcalmiod
002 -
B -B.08 kil 117 uM -8.72 kcalimol i 374 keslfmaol 1% 813458

Ecalmo

Figura 111.- Distribucion de las poses de IB-MECA
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RESUMEN DE RESIDUOS INTERACCIONANTES IB-MECA

10EA A3AR 2136 A3AR 2137
Residue ID % Residue ID % Residue ID %
TRP 243 18,1 PHE 182 18,5 VAL 178 10,8
VAL 169 13,2 PHE 163 14,0 PHE 163 9,2
SER 170 9,3 LEU 164 10,2 ASN 250 8.8
ILE 253 8.4 ASN 250 10,1 PHE 182 7,8
TRP 185 7,4 SER 165 8,7 TRP 243 6,8
GLN 167 7,0 VAL 178 53 LEU 91 6,7
PHE 182 5,8 SER 155 52 HIS 95 6,6
VAL 171 4,9 CYS 166 4,0 LEU 90 4,8
ASN 250 4,2 THR 162 3,5 SER 165 4,3
LEU 246 3,9 LEU 153 3,2 ILE 186 4,3
PHE 239 3,6 THR 154 3,1 THR 94 3,7
ILE 98 3,5 TYR 254 2,7 LEU 246 3,6
LEU 91 2,5 LEU 264 2,6 SER 181 3,6
ILE 186 2,1 ILE 253 2,3 TYR 254 3,5
SER 247 2,0 GLU 156 2,1 LEU 164 3,2
MET 172 1,9 HIS 95 1,1 HIS 272 2,8
VAL 178 1,5 TRP 185 1,0 SER 247 2,5
PHE 168 0,4 CYS 251 0,9 ILE 268 2,4
SER 181 0,2 SER 181 0,9 THR 162 2,4
TYR 254 0,1 SER 247 0,4 MET 177 2,3

Tabla 14.- Tabla resumen de resisuos interaccionantes de IB.MECA con A3AR en las diferentes estructuras.
Datos extraidos de molegro. El % es la aportacion del residuo a la energia total.

Tiydrogen bongs Fotar TiyaropheoIc ez =i i Thar
I S g = = R L = i
ke c8, 06)|i10) s 22 B 2 B 33 cen 3y |coa fg e
B3 - He - [FEE |ett - c1e -[FIEES | He - [FRETE |11 -TRREE | H2 WETTRE|
b= joe fem  fvER fm  jeen fem  cEd fmy  fcE@ |m  jcea fan  ficd
B3 - 0 - [ENTET|ct: -[[ETE (o5 - [PRETEE W1 - [FRETSZ | 1o —AISE | Me VAT |
cg | coz ND CE
b om |3 LN SR G LA C I ES LIS
N5 - [EETET CE3  lor  -pREEE (m2 - TYRDSE NS -FES oz o
1) og | g1 -[EE g cog  fan cB CGlj10) FCEY |3  [CE1
22 csa)
NS - [SERTET C3  -|[PRETSE H1 - TYRISE | N3 —[SERTSS| NG -SENIAT|
; c13 - [ETE |, coz =) 1
2 = 24 cey [ CEZ {c.D'z_ cs]{bj = 1ofea
me T co - |PHETEE c10 -[SERTSS| C11 -{EERTAT |
=z 1 =
I s T @ oo fc
o: - [ASNED R i 0: -[EINTET| C3 -[EERTAT|
oon | e - EUmT cD2 CE
% R PR R - = i e
N2 - ASNEZST o5 - |PHEREZ o1 -PRETEE| N5 -PRETEZ|
ND: 1 cEZ CE {1} fCD%,
71 (D3 7} 5 iz coh i ey
c8 - [PRETEZ N1 —PHETEE| CG
19 cz) ke feog | Né FEET
c1a - TREE N2 —[PRETSE| %
22 (cE3 I 02 | oz _prETE|
i
cs -sEETO (o7
w8y e
17 |ico
c10 -5ERTTY|
2 [(O8 |y sz
(I ] CEZ
cz)
- N -TRPZE|
i » 1
Zoat y "L‘b‘" ca)
B H c13 -SEREET|
:{E s
/ o

Figura 112.- Mapa de interacciones de IB-MECA con A3AR 2i37
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6.7 Resultados de Docking con ligandos antagonistas con 10EA, A3AR 2i36 y

A3AR 2i37.
En este caso, usaremos los compuestos de I articulo de (Wei et al., 2009), mas la Nigulpiridina que
es uno de los compuestos antagonistas caracteristicos que se citan en la entrada de [UPHAR
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=60602 ). El compuesto denominado
“Nigulpiridina — Similar” esta extraido de una busqueda de similares en PubChem, es un
compuesto registrado que aun no tiene nombre ( ).

3 P 1D Viewss 5
[ .;‘ :.-.. Fatan oo 3 ==
SRy  oPubOhem : e

= Compound

J €ID11113932 - Compound Summary

Figura 113.- Entrada de la nigulpiridina y su similar en Pubchem.

Las estructuras de los compuestos se se dibujaron con MarvinSketch y se denominaran como:
Compl, Comp2,Comp3, Comp4 y Comp5, la numeracion es equivalente a la del articulo de
Wey ( Los compuestos 6 y 7 no se calcularon). Las estructuras de las “Nigulpiridinas” se
descargaron de Pubchem . Posteriormente, se optimizo su geometria mediante UFF con
ArgusLab.

En este set de compuestos, hay dos tipos que se agrupan en Compl, Comp2 y Comp3 , y por
otra parte Comp4 y Comp5. Como se aprecia de las imdgenes la nugulpiridina y su similar
son también totalmente distintas de los anteriores. Célculos de docking de los antagonistas se
realizd con los mismos parametros que los iniciales de la adenosina.

ENERGIAS DE INTERACCION DE LIGANDOS ANTAGONISTAS CON LAS ESTRUCTURAS

CALCULADAS
AutoDock (kcal/mol) Molegro
2136 2137 10EA 2136 2137 10EA
Niglupiridina  +10.04  -7.69  NDOCK  -186,52  -15936  -145.17
Nigulpiridina - Similar ~ +7.93 -8.09 NDOCK NC NC NC
Compl  -7.89 -6.64 (:Z:jg) 165,94  -13133  -129.76
Comp2  NC NC (Gog 16991 -13849  -111.33
Comp3  -6.73 594 e (15203 <1278 -106.51
Compd  NC NC (:g%) 132,69 -122,00 78,34
Comp5  NC NC  NDOCK  -130,06  -116.88 -81,03
EM-TBPC  -8.27 -5.75 NC NC NC NC
CPPCCOEt -6.51 -5.59 NC NC NC NC

Tabla 15 .- Resultados de los calculos de docking en antagonistas de A3AR. Lo parametros de calculo son
idénticos a los de la seccion de agonistas. NC = No calculado; NDOCK= No docking. Entre paréntesis los
datos del articulo de Wei
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En todos los compuestos se obtuvieron valores normales de energia de interaccion en las
primeras pruebas, véase Tabla 15. Exceptuando la nigulpiridina y el Comp5, que en todos los
casos (se repitio el calculo tres veces) se obtuvo un valor positivo de energia con Autodock en
la estructura A3AR 2i36. Debido a esto busque un compuesto similar (el denominado
niguldipirina - similar) para ver si se obtenian resultados similares. Como se aprecia en la
Tabla 15, los valores de energia para la niguldipirina y su similar (patentado) tienen el mismo
comportamiento computacional. EIl Comp5 no fue posible colocarlo en el interior de la
cavidad con Autodock, aunque con molegro si que entro en la cavidad, pero el valor de
energia es sospechoso (en todo el proyecto el més bajo que he visto en Molegro).

Los residuos interaccionantes detectados por Autodock son los que aparecen en la tabla Tabla 16.
.Las interacciones con 10EA coinciden exactamente con las indicadas en el articulo de Wei.
(Excepto en el 168PHE). Los valores de energia de autodock son similares y entran dentro de lo
esperado. Sin embargo la coincidencia es extrema con los resultados del articulo de Colotta, aun no
siendo compuestos de la misma familia (Marcados en rojo, ademas de los amillos en la Tabla 16,
se pueden visualizar en la Figura 114).

Compuesto

10EA

A3AR 2136
(Inactiva)

Niguldipiridina

NO DOCK

91LEU - 94THR - BSHISI- 98ILE -
156GLU - 162THR - 163PHE -
165SER - 178VAL - 181SER - 182PHE
- 186ILE - 239PHE - 243TRP -
246LEU - 247SER - BS0ASNI- 2531LE
- 254TYR - 264LEU - 268ILE

Niguldipiridina Similar

NO DOCK

91LEU - 94THR - 95HIS - 98ILE -
156GLU - 162THR - 163PHE -
165SER - 178VAL - 181SER - 182PHE
- 186ILE - 239PHE - 243TRP -
246LEU - 247SER - 250ASN -
254TYR - 264LEU - 268ILE
(METAESTABLE)

A3AR 2137
(Activa)

182PHE(= 186IL!

90LEU - 91LEU - BSHlSI- 162THR -
163PHE - 165SER - 178VAL - 181SER

90LEU - 91LEU - 94THR -
BSHISI- 162THR - 163PHE -
165SER - 178VAL - 181SER -

Compl . 43T'Ii§2_P§‘:‘L'EISS_T21$S'};§6_IL-E . 182PHE - 186ILE - 243TRP -
~271SER - 272HIS - 246LEU - 247SER - DSONSNI-
254TYR - 272HIS -
Comp2 NO CALCULADO NO CALCULADO
9SHIS - 150ASN - 163PHE -
163PHERSN 182PHE OLLEU - OSHIS - 162THR - 163PHE - (sqpp _177MET - 178VAL -
165SER - 178VAL - 181SER - 182PHE
Comp3 T e 18ISER - 182PHE - 186ILE -
254TYR - 268ILE - 271SER - 272HIS - 24/SER - 250ASN - 254TVR -
Esta pose es metasetables
Comp4 182PHEM 1 86ILE NO CALCULADO NO CALCULADO
Comp5 NO DOCK NO CALCULADO NO CALCULADO

Tabla 16.- Residuos de interaccion con antagonistas, calculados con Autodock. En amarillo las
coincidencias con el articulo de Wey

De los resultados de la Tabla 16 y de las imagenes de la Tabla 17, se aprecian con claridad 4
clusters de posiciones (representados en colores en la Tabla 16). Las poses de 10EA son
esencialmente paralelas a las hélices e interaccionan con claridad con EC2 (las bolas blancas). Son
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especialmente interesantes las de Nigulpiridina, en donde se observan las interacciones de los
anillos bencénicos, también paralelas a las hélices.

Niguldipiridina
Similar

Compl

Comp?2

A3AR 2136 A3AR 2137
10EA (Inactiva) (Actlva)

[a+]
£
E

= NO DOCK
s
=
=
Z

NO DOCK

NO CALCULADO

NO CALCULADO

Comp3

Esta pose es metaestable hay otra con emergia
superior con mayor frecuencia

Comp4

NO CALCULADO NO CALCULADO

Tabla 17.- Relacion de “poses” de los antagonistas de A3AR.
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__.Vi_S_.TA__I___ATIERAL. B

VISTA EXTRACELULAR

Figura 114.- Posicion de la niguldipirina en A3AR 2i37. A la izquierda vista extracelular a la derecha desde
las hélices 4 y 5. La Y roja describe la conformacion del articulo de Colotta. Se aprecian las interacciones
con todos los aminoacidos descritos en el articulo y etiquetados en blanco en la figura.

Figura 115.- Posicion de la niguldipirina en A3AR 2i37. Vista desde la hélices 5 — 6 - 7. (delante la 6)
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6.8 Resultados del experimento de screening de agonistas de A3AR (10EA)con
Molegro..

Con Molegro es bastante sencillo realizar un experimento de Docking una vez encontrado el sitio
de union. Se pude hacer mediante una plantilla (mucho mas rapido) o seleccionando un espacio de
busqueda mas reducido. La configuracion empleada a sido un gris de diametro 13 A, centrado en la
cavidad de la (Figura 104.- Espacio de busqueda optimizado para Molegro.), se ha configurado el
programa para que devuelva unicamente una “pose” por ligando y realice una optimizacion de esa
“pose”. El “set” de ligando es el facilitado por el articulo de Ivanov (disponible para descarga). Los
resultados se encuentran en la Tabla 1.

Molegro
Lig
Adenosine
UNK
UNK_1
UNK_2
UNK_3
UNK_4
UNK_5
UNK_6
UNK_7
UNK_8
UNK_9
UNK_10
UNK_11
UNK_12
UNK_13
UNK_14
UNK_15
UNK_16
UNK_17
UNK_18
UNK_19
UNK_20
UNK_21
UNK_22
UNK_23
UNK_24
UNK_25
UNK_26
UNK_27
UNK_28
UNK_29
UNK_30
UNK_31
UNK_32
UNK_33
UNK_34
UNK_35
UNK_36
UNK_37
UNK_38
UNK_39
UNK_40

a

0 N O b~ WN =

11
12
13
14
15

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

Tipo

N

= A a2 DA A BRAE DA PAEAEDNDPAEDNDNDNDNDDNDNN-_2 OO WW=_" A B A A A2 A2 a0 wowwowow

Nombre

Adenosine
NECA
NCPCA
MECA

CPA
N6-Benzyladenosine
R-PIA

SPA

N6- (4- Bromophenyl) adenosine

2-ClAdo
HEAdo
(R)PHPAdo
(S)PHPAdo

HENECA

(R)PHPNECA
(S)PHPNECA
(R.S)

R,S)

(R,S)
(R,S)PHPMECA

Ki Exp

0,29
0,76
108,00
6,40
23,00
569,00
2280,00
43,00
140,00
16,30
340,00
96,00
37,00
56,00
31,00
210,00
37,00
84,00

41,00
64,00
7,60
1890,00
4,70
5,00
1,40
0,76
0,97
2,30
2,40
3,70
5,50
0,75
2,40
4,10
1,00
1,70

pK

24,26
23,30
18,34
21,17
19,89
16,68
15,29
19,26
18,08
20,23
17,20
18,46
19,41
19,00
19,59
17,68
19,41
18,60

19,31
18,87
21,00
15,48
21,48
21,42
22,69
23,30
23,06
22,19
22,15
21,72
21,32
2331
22,15
21,61
23,03
22,50

Interaction

-122,79
-890,43
-921,20
-127,54
-857,23
127,04
-786,16
-721,25
551,84
-121,74
228,42
-73,73
-49,87
-358,88
-283,65
-926,11
-117,25
-751,32
-353,00
-152,76
-544,06
-155,85
-350,67
-153,79
161,30
0,65
-844,59
-578,40
170,20
355,69
-362,94
-637,12
-106,19
-143,76
710,30
-848,93
108,26
92,37
-146,87
839,77
-688,39
-934,27

HBond

-104,78
742,20
-451,96
-864,61
-487,26
219,38
-348,37
-545,59
-0,37
-825,68
114,32
346,22
578,37
951,56
-267,30
-825,81
657,87
108,72
914,07
177,49
63,49
-137,60
713,88
-0,48
999,94
115,28
-345,28
-103,70
15,73
-105,22
-372,18
-510,05
144,94
-632,50
-0,06
-323,32
-448,63
-987,12
-245,70
229,57
-236,73
-268,82

Docking Score

-145,50
-129,93
-153,40
-138,38
-128,77
-175,80
-133,12
-126,86
-120,24
-132,86
-144,41
-125,84
-121,40
-129,87
-116,48
-939,26
-104,33
-152,06
-101,88
-148,31
-119,30
-104,76
-115,09
-130,31
-115,91
-140,20
-138,57
-121,62
-106,18
-122,39
-168,34
-161,64
-104,78
-127,20
-148,62
-167,22
-163,65
-111,09
-145,18
-139,19
-139,20
-139,26
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Mollieé;ro Id Tipo  Nombre Ki Exp pK Interaction HBond Docking Score
UNK_41 43 1 102,25 205,53 -137,31
UNK_42 44 1 -147,90 -273,04 -145,03
UNK_43 45 1 -931,29 -274,08 -139,21
UNK_44 46 1 -957,07 -229,07 -135,05
UNK_45 47 1 -445,39 116,09 -144,49

Tabla 18.- Resultados del experimento de Docking con los ligandos del articulo de Ivanov. “Molegro Lig” es
el nombre interno que se le ha dado a cada ligando en el experimento. “Tipo™ es el tipo de ligando. “pK” en
el —In(ki exp). “Interaccion” es el valore de la energia de interaccion en unidades Arbitrarias de Molegro.
“DokingScore” es el valor energético que estamos tomando en todos los experimentos como energia total.
“HBond” es la energia debida a la formacion de puentes de hidrogeno.

El tiempo de calculo de todo el set de ligandos resulto ser de casi 8 horas en un PC con procesador
AMD “Athlon 1800Mhz” con 512 Mb de RAM. Si comparamos con el coste de cada calculo de
AutoDock con DockingServer, que de aproximadamente 30 minutos (con espacio de busqueda
muy optimizado), nos hacemos una idea de porque no utilizar autodock para screening.

El grupo de ligandos de Ivanov esta dividido en cuatro tipos (Tabla 19):
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Tabla 19.- Tipos de ligandos del estudio de Ivanov.

En la tabla, se puede comprobar que el valor de la energia de interaccion total ( “Docking Store™)
en unidades arbitrarias de Molegro para la Adenosina difiere ligeramente con respecto a los
calculos realizados anteriormente. Esta desviacion es normal, e incluso en este caso resulta ser
minima, por lo que podemos tomar los parametros del calculo como aceptables.

El compuesto “lider”, es decir con mejor pKi experimental del grupo 1 es el marcado como
“UNK _9” (SPA) con un pK experimental de 17,20. Encontramos otro compuesto con pK inferior
a 18, “UNK 14”7, ambos tienen una puntuacion superior a 140, que parece ser el limite que
identifica el caracter de agonista. Los compuestos potenciales agonistas de A3AR identificados
como “UNK 42 -45” tienen también una puntuacion inferior a -140, de hecho son potentes
angonistas de A2AR, y posiblemente lo sean también de A3AR. (Ligandos sefialados en yerde en
la tabla). Si comparamos estos valores son los obtenidos anteriormente para el IB-MECA (-168),
comprobamos que exactamente tiene un pK de entre 8 y 9, es decir es un extraordinario agonista
de A3AR (supongo que por eso querran sacarlo como farmaco).

En el grupo 3, hay una gran variabilidad, y no es posible establecer una referencia clara de corte
para diferenciar a los agonistas potentes. Parece que el punto de corte esta entre sobre los -130.
(Senalados en amarillo en la tabla).

El grupo 4 presenta un patrén similar al 3, mientras que en el grupo 2, no es posible detectar un
patrén, los pKs de referencia estan demasiado juntos y no hay suficientes datos que permitan
observar un agrupamiento.
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6.9 Discusion y conclusiones.
6.9.11 Respecto a los objetivos iniciales de los casos.
Contraste de los modelos de docking facilitados por los diferentes programas.

Tanto Autodock ( En su interface web de DockingServer ) como Molegro coinciden totalmente.
Hay que afadir que la utilidad de AutoTools que no hemos podido utilizar en estos casos, ofrece
mucha mas potencia informatica que Molegro o DockingServer, pero no me ha sido posible
utilizarla por dos razones principales: 1) La lentitud de los calculos de Autodock rodando bajo
cygwin, un solo calculo tarda 12 horas, y 2) los innumerables bugs de la interface phyton.

AutoDock en algunas ocasiones no ha sido capaz de localizar el sitio de union (Nigulpiridina con
10EA), y en otras tras 3 o 4 horas de calculo ofrece resultados con poses externas que hay que
depurar a mano. La configuracion de Molegro permite eliminar este tipo de poses y evitarse el
trabajo manual.

Respecto a ArgusLab, no ofrece ninguna informacion acerca de las interacciones, aunque la
calibracion de la Energia total es bastante buena. Este programa no esta recomendado para
localizar sitios de union.

En todos los casos los aminoacidos interaccionantes han coincidido con los datos bibliograficos.
Comparacion de los modelos activos e inactivos frente a 10EA.

El uso combinado de las estructuras activa e inactiva permite observar diferencias que de otra
forma no serian explicables con un solo estado. Por ejemplo, as diferencias de energia entre los
estados activados e inactivados de agonistas y antagonistas es cualitativamente diferente ( Tabla
20).

Compuesto  Einactivo Eactivo  EActivo - Elnactivo
Adenosine -134,77 -113,68 21,09
N6-Benzyladenosine -130,27 -114,06 16,21
" N6- (4- Sulfophenyl)adenosine (SPA) -124,93 -116,75 8,18
% N6-(R)-Phenylisopropyladenosine (R-PIA) -131,88 -118,12 13,76
é 5’-N-Methylcarboxamidoadenosine (MECA) -131,01 -116,69 14,32
< 5’-N-Ethylcarboxamidoadenosine (NECA) -148,55 -116,65 31,90
5’-N-Cyclopropylcarboxamidoadenosine (NCPCA) -131,91 -116,65 15,26
IB-MECA -152,21 -151,02 1,19
Niglupiridina -186,52 -159,36 27,16
E Compl -165,94 -131,33 34,61
2 Comp2  -169,91 -138,49 31,42
§ Comp3 -152,03 -121,78 30,25
iz—t Comp4 -132,69 -122.00 10,69
Comp5 -130,06 -116,88 13,18

Tabla 20.- Diferencias de energia del estado inactivo respecto del estado activo. Unidades arbitrarias de
Molegro.
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En los antagonistas 4 casos de 6, la diferencia de energia entre estados es superior a 30, mientras
que en los agonistas es solo 1 de 8. Los antagonistas potentes estan por encima de 30, es decir el
estado inactivo de estabiliza mucho mas por la accion del ligando que en el estado activo. En
cambio, un agonista potente como el IB-MECA, tinicamente tiene una diferencia de 1.19.

Mediante estos modelos se corrobora el mecanismo de accidn de agonistas y antagonistas en
A3AR: El receptor tiene una actividad basal que se balancea por la union de un ligando no
especifico, es decir muchos tipos de ligandos pueden actuar sobre A3AR y no funciona como un
interruptor ON/OFF (como la rodopsina), sino que funciona como un reostato.

Evaluar la potencia del docking dirigido a estructura.

Tanto en el articulo de Ivanov como en el de Wei, el screening se realiza con farmacéforo, pero en
este proyecto lo hemos hecho en base a estructura (con la energia de interaccion). Los resultados
son muy dispersos, y inicamente el DokingScore de Molegro es capaz de correlacionar
ligeramente los datos (Figura 116). Este resultado, no es extrafio, la seleccion del espacio de
busqueda es el elemento clave para obtener resultados aceptables. La mezcla de estados (o poses)
no facilita la tarea de busqueda, y es de momento mas sencillo, y barato computacionalmente,
generar un farmacoforo que buscar directamente con docking sobre la estructura.

Doking Score(Molegro)

Doking Score(Molegro) 24
# E (Autodock) »

= E(Argus)

22

20

pK

S
S

[}

.
pK

-100 110 -120 -130 -140 -150 o 2 4 5 8 10 12
Energia Energia

Figura 116 .- Energia vs. pK exp. Dataset de [vanov . Izquierda datos de energia de
Molegro, Derecha datos de ArgusLab y Autodock

6.9.12 Consideraciones adicionales.

La evaluacion de distintas metodologias de docking sobre una serie de compuestos, s un proceso
extremadamente instructivo. Con la comparacion, salen a relucir las ventajas y desventajas de unos
y otros. Por una parte tenemos a Autodock, Arguslab ( y otros), software libre, y por otra software
muy funcional (normalmente empleado por las farmacéuticas) como Molegro y MOE ( y otros).
Las ventajas del primero es que podemos contrastar nuestros valores con las referencias
bibliograficas, pero a un coste computacional muy alto, como en el caso de AutoDock, o a costa de
perder informacion como es el caso de ArgusLab. El software comercial tiene su coste economico,
pero en este caso ha demostrado ser superior, a falta de calibracion.

Los modelos de activacion de los GPCRs son la quitaesencia de la biologia de sistemas, en cuento
seamos capaces de reproducir computacionalmente las redes de sefializacion celular mediante
modelos de activacion o regulacion una parte importante del problema estara solucionada.
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Los modelos de homologia para los GPCRs son perfectamente validos siempre que dispongamos
de un alineamiento correcto y comprobado experimentalmente, como ha sido en este caso y no ha
sido en el caso de mGLURI. Me ha decepcionado no encontrar un modelo de TASSER para el
A3AR, y me han decepcionado todos los servidores de prediccion-threading de estructuras que he
probado para hasta obtener una estructura valida.

La informacion experimental sobre mutaciones y experimentos de SDM esta muy dispersa. Las
bases de datos sobre reguladores son extremadamente redundantes, los articulos experimentales y
computacionales tienen en muchos casos una falta evidente de rigor cientifico, todo esto ocasiona
que a nivel académico sean inservibles, irreproducibles y muchas veces irrelevantes. Son de
agradecer reviews como los de Palczewski en los que se omite lo que ya se ha dicho y van
directamente al grano, a las novedades explicadas con objetividad. Para explicar que dos hélices se
entrecruzan no es necesario mas que dos lineas y cinco dibujos bien claros. En este caso hemos
tenido suerte con la seleccion de articulos para los casos.
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Conclusiones finales y referencias

7 Conclusiones finales

Llegado a este punto poco queda por decir que no esté en el texto o en los articulos citados. “Las
Rodopsinas”, es un tema muy amplio, inicamente sobre las estructuras se podrian escribir libros, y
sobre lo que llevan detrés, tomos. Me aventuraria a decir que son los compuestos mas importantes
del organismo después del ADN y ARN. Intervienen en todos los sistemas de comunicacion
celular, siendo el lenguaje de las células.

Las aplicaciones bioinformaticas son multidisplinares, van desde la fisica experimental (en este
caso biofisica ) hasta la novedosa biologia de sistemas, pesando por la informatica, la quimica
quantica, la biologia y quimica convencionales ... Es dificil llegar a comprender totalmente su
funcionamiento en pocas semanas. Pero su naturaleza dual, “todas distintas pero todas iguales” y
su aparente sencillez, las hace atractivas para el profano.

La larga introduccion personalmente me ha ayudado a centrarme en el problema biologico, y
recordar los conceptos “olvidados” de biologia celular. Tampoco hay que olvidar que los GPCR no
son las unicas proteinas de membrana.

La bibliografia sobre las rodopsinas es extensa y repetitiva, como aseveré en el texto. Y no lo
ponen nada facil al estudiante en este caso, los articulos de Palczewski son el mejor libro de texto.
Hay en el mercado varios libros sobre GPCRs que he podido consultar, y no aportan nada nuevo,
aparte de ser académicamente inservibles. Creo, y es opinion personal, que la mejor forma de
entender las particularidades de los GPCRs es trabajando con ellas en la practica, haciendo
modelos, probandolos con docking y rastreando las bases de datos.

El andlisis de GPCRDB que pedia el enunciado del proyecto lo he incluido a lo largo del texto.
Esta es una base de datos muy pequefia, su tiempo de descarga es de unos minutos. Su interface
web es lo de menos, su contenido, aunque escaso, es vital, “los alineamientos depurados”, la base
para construir los modelos. Al andlisis de las estructuras no le he dedicado mucho espacio en el
texto por que me parecia que estaba copiando articulos, creo que con los casos practicos se analiza
suficiente la estructura.
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Desde el punto de vista académico, nunca habia aprendido tantos conceptos tan diferentes en tan
corto espacio de tiempo. Incluso el “error” de novato con el mGLURI me supo a gloria, por la
increible facilidad que tienen las “rodopsinas” de engafar bajo su forma y funcionamiento comun.
Parece que estas increibles moléculas funcionan todas mediante un mecanismo similar, no sencillo,
sino similar. Por esta razén decidi dejar el ejemplo del mGLURI en su estado “original”, es un
gazapo, pero curioso, funciona tan bien como cualquier GPCR. ;Pueden los receptores funcionar
todos bajo este mismo patron?

El analisis de los receptores de adenosina, he decidido redactarlo como caso practico para no
repetir conceptos. En realidad no es un caso practico, son 4 mezclados para que parezca uno. Esta
forma de redaccion ha sido lo mas costoso ya que en ocasiones me ha sido complicado reunir los
conceptos de diferentes articulos en un solo hilo. Quizas con un poco mas de tiempo el texto y la
explicacion habria quedado mas digerible.

La metodologia de docking ha sido todo un reto ponerla a punto, no he trabajado con un solo
programa que no diera errores inexplicables ;’;’?;?;. Quiero agradecer al Dr. Zsolt del Servicio de
“DockingServer” el tiempo de célculo gratuito que me ha dado en el servidor, sin el cual el 50% de
los resultados no habrian sido posibles. Me ha impresionado Molegro por su facilidad de uso y por
abstraer la complejidad de los célculos en una interface tan agradable. Por otra parte, el resto del
software empleado ha cumplido fielmente su funcion, incluido ArgusLab.

El futuro de la Bioinformatica asociada a GPCRs lo marcaran los resultados experimentales en RX
u otras técnicas de resolucion de estructuras. De momento, pocas estructuras nuevas que no sea la
de rodopsina en otro estado veremos en los proximos afos. Los avances vendran con la
incorporacion de conocimientos de otras areas, como la cristalografia teorica, la quimica cuéntica y
sobre todo de la tecnologia de micelas. El desarrollé de los conocimientos y las técnicas de docking
no solo es aplicable a los receptores y proteinas, sino también a otras areas de la biologia molecular
y bioinformatica, como al reconocimiento de sitios de union ARN y a las tecnologias de
microarrys.

Por ultimo, agradecer a la UOC, a todos los profesores y a los compaiieros, el haber podido cursar
estos estudios del postgrado de Bioinformatica en un ambiente tan agradable y motivador.

Ramoén Tamarit Agusti
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