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SUMMARY. The nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) is the prototype of the
superfamily of ligand-gated channels. nAChRs are formed by 5 subunidads, and each
subunidad presents 4 transmembrane segments (M1-M4). The intracellular facing loop
between M3 and M4 contains phosphorylation sifes and sites of contact between the nAChR
and cytoskeleton elements.

Using the program MOTIF to analize the loop between M3 and M4 of several ligand-
gated channels, we have found a pattern of 5 aminoacids, in a block of 21, that is strictly
conserved in 82 subumidads of the nAChRs. The motif presented the sequence
RXPTH(X)14P, and was localized in the segment between M3 and the phosphnrylation sites.
Inspection of the sequences from banks of cloned proteins showed that the motif is also
present in another family of proteins, namely, the catalasas. Catalasas are enzimes localized
in peroxisornes that metabolize H;O, to produce HO and O: and are formed by 2 or 4
subunidads. Twenty catalases from different sources had the same motif localized in the
nAChRs.

To explore the functional significance of this pattern of conserved aminoacids, we
studied the expression of neuronal 0234 AChR and its electrophysiological characteristics in
Xenopus oocytes, and compared these parameters with o2pB4 neuronal AChR in which the

motif was mutated.
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RESUMEN. El receptor nicotinico de acetilcolina (RnACh) es el prototipo de una
superfamilia  de canales activados por ligando. El RnAch esta formado por cinco
subunidades, cada una de las cuales contiene cuatro segmentos transmembranales (M1-M4).
E) asa intracelular gue une M3 y M4 contiene sitios de fosforilacién y sitios de contacto entre
el RnACh vy el citoesqueleto.

. Por medio del programa MOTIF y. enfocados en el asa entre los segmentos M3 y M4
de varios canales activados por ligando, encontramos un patron de cinco aminoécidos en un
bloque de 21 que esta estrictamente conservado en 82 subunidades del RnACh. El motivo
presenta la siguiente secuencia: RXPXTH(X)14P y estd localizado entre M3 y los sitios de
fosforilacion. La bisqueda de este motivo en los bancos de datos de proteinas clonadas
mostré que este se encuenira presente en ofra familia de proteinas: las catalasas. Las catalasas
son enzimas localizadas en peroxisomas que metabolizan HO, para producir H;0y O, y
estan formadas por 2 o 4 subunidades. Veinte catalasas de diferentes organismos poseen el
mismo motivo localizado en los RnACh.

Para explorar el significado funcional de este patrén conservado de aminoécidos, en
el presente trabajo estudiamos Ja expresion del RnACh neuronal 024 y sus caracteristicas
electrofisiologicas en ovocitos de Xenopus, y las comparamos con aquellas caracteristicas

que presentaron los receptores en los cuales el motivo fué mutado.
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INTRODUCCION

Ls el principio del siglo XXI y el genoma humano ha sido totalmente secuenciado!!!
Sin embargg©, muchos genomas bacterianos y de otros organismos ya habian sido
determinado S, 1o que significa una gran cantidad de informacion disponible, Ademas de
excitante, este hecho representa un reto para los investigadores: entender como las proteinas
codificadas en el genoma se coordinan para realizar todas las funciones biolGgicas necesarias
para la vida. En las ultimas tres décadas, se han realizado avances significativos de la
tecnologia que han permitido formular nuevas estrategias para asumir este reto. Estos
avances tecnologicos se reflejan en el desarrollo de nuevas y sofisticadas técnicas de
biologia molecular, ingenieria genética, bioquimica, biofisica y biologia estructural, entre
otras. EI mso de estos avances técnicos ha permitido conocer detalies de la unién,
sefializacién Y catélisis de las proteinas.

El numero de estructuras tridimensionales 'prdteicas resueltas se ha incrementadb
répidamente, siendo actualmente més de 10, 000 registradas en el Protein Data Bank (PDB;
Bemstein et al., 1977). Estas estructuras, por si solas revelan mucho acerca de los
mecanismos moleculares asociados con una funcion particular y, tomando todo ese cuerpo de
informacién, podemos estudiar la evolucion de las estructuras y funciones proteicas.

La primera clasificacién del plegamiento de las proteinas, guiidndose sélo por un
reconocimiento visual de la existencia de patrones de plegamiento recurrentes se realizé a
mediados de los 70’s (Wetlaufer, 1973; Levitt y Chothia, 1976). Actualmente se cuenta con
diferentes sistemas de clasificacion automatizados para reconocer las similitudes entre
proteinas, algunos de los cuales son usados rutinariamente para co@pm&r la estructura recién
resuelta de una proteina con las estructuras existentes en el PDB (Wodak, 1996; Holm vy
Sander, 1993; Gibrat et al., 1996)

En la actualidad, todas las proteinas conocidas se pueden agrupar dentro de
aproximadarmente 1200 familias de secuencias, reconociéndose en estas cerca de 500
plegamientos distintos (Zhang y DeLisi, 2001). Mas atn, el nimero de familias de secuencia
en la naturaleza es probablemente un orden de magnitud més grande que el nimero de ellas
depositadas en el PDB, pero muchas de las familias que actualmente no estan representadas,

resultaran tener plegamientos que ya se conocen. De hecho, se ha calculado que el nimero de
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plegamiento = desconocidos es solamente dos veces mayor que el nimero de plegémientos
reportados (Zhang y DeLisi, 2001). '

Del «dlato anterior deriva la aseveracién de que la estructura es wun rasgo més
conservado que la secuencia, lo que facilita el establecimiento de relaciones evolutivas
muchas vecess ocultas a nivel de secuencia. Este hecho apoya la hipétesis de que el nimero
de familias de proteinas es finito, con un minimo estimado de sélo 1000 patrones de
plegamiento diferentes (Chothia, 1993).

Para entender y mapear el universo de estructuras proteicas, es necesario colectar y
clasificar estas estructuras en un esquema racional. Este tipo de “taxonomia molecular” ha
sido lievada & cabo.por varios grupos que han desarrollado esquemas que ayudan a clasificar
las estructuras baséndose en métodos que comparan las secuencias y las estructuras (SSAP,
Taylor y Orengo, 1989; DALL, Holm y Sander, 1993). Otros, proveen listas de relaciones
estructurales estrechas (VAST, Hogue ef al., 1996; DALIL Holm y Sander, 1996; Overington
et al, 1993; DIAL, Sowdhamini ef al., 1996). Varios grupos han ido mas alld, en un esfuerzo
por generar ¢squemas de clasificacién mas completos, que provean descripciones de la
estructura asi como relaciones filogenéticas (SCOP, Murzin ef al., 1995; CATH, Orengo et

~al., 1997, HOMSTRAD, Mizuguchi ef al., 1998).

Actualmente, mucho de nuestro conocimiento acerca del mundo de las ?rotefnas
proviehe del analisis de secuencias. Sin embargo, la comparacion de secuencias no identifica |
muchas de las relaciones que emergen una vez que la estructura de la proteina se conoce.
Brenner er «l. (1998) mostré que el algoritmo BLAST encuentra sélo un 10% de las
relaciones conocidas en el PDB. La version iterativa PSI-BLAST (Altschul ez o/, 1997) que
analiza muchas de las caracteristicas de una familia dada, es mas sensible, pero pierde atin
muchas de esas relaciones. Con esta informacion se hace claro que el diccionario definitivo
de las familias de proteinas requerird datos estructurales para poder establecer todas las
relaciones entre familias.

Actualmente se consideran dos tipos de clasificaciones de la estructura de las
proteinas (Thornton et al., 1999). La clasificacion filogenética busca establecer un 4rbol
evolutivo, relacionando las diferentes familias proteicas de acuérdo a su historia evolutiva
(por ejemplo: agrupando a las proteinas que poseen un ancestro comin). Tedricamente, esta

serfa una manera correcta de clasificar (excluyendo fendomenos complejos tales como el
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intercambio genético entre especies), que gradualmente ird teniendo sentido mientras mas
estrucuras se resuelvan,

Owo tipo de clasificacion se basa en la descripcion profunda de la estructura de la
proteina (em rasgos tales como la clase, la arquitectura y el tipo de plegamiento), sin hacer
referencia a su pasado evolutivo, para agrupar las proteinas basindose exclusivemente en
datos estructurales. Este tipo de clasificacion no es absoluta, pero es util. En la prictica se ha
observado que las proteinas agrupadas en una misma familia baséndose en la comparacion de
la secuencia, adoptan el mismo plegamiento tridimensional. '

La manera mds comin para organizar los datos de las estructuras tridimensionales de
las proteinas ha sido sigﬁiendo un esquema jerarquico, agrupando primero a las proteinas de
acuerdo a sus relaciones filogenéticas y luego haciendo pequefios grupos basados en el
plegamiento, en su arquitectura o en la descripcion de su estructura. Este tipo de
clasificacion seria mds exitosa si las caracteristicas en las que se basa para clasificar fueran
discretas en lugar de formar un continuo. ‘

Para facilitar la clasificacion, se han tomado en cuenta algunas caracteristicas

sobresalientes de las proteinas, como la existencia de dominios estructurales.

Estructura bdsica de las proteinas

La estructura de una proteina puede ser descrita en cuatro niveles diferentes. La
estructura primaria se refiere al arreglo linear de los residuos de aminoacidos a lo largo de la
cadena po_iipeptidica, asi como a la localizacion de uniones covalentes tales como puentes
disulfuro. La estructura secundaria denota el plegamiento de regiones de la cadena
polipeptidica en estructuras regulares tales como a-hélices y hojas ﬁ~piegadas. La estructura
tercigria incluye el arreglo espacial de todas las regiones de la proteina, incluyendo las o~
hélices v hojas P-plegadas, asi como todas las demads interacciones no-covalentes que
aseguran el plegamiento caracteristico de una sola cadena polipeptidica. Dichas interacciones
no covalentes pueden ser los puentes de hidrogeno y las interacciones de van der Waals.
Finalmente, la estructura cuaternaria se refiere a las interacciones no-covalentes que unen
varias cadenas polipeptidicas para formar una sola proteina.

Atin cuando la estructura primaria de los polipéptidos es linear, la mayorfa se pliega

en formas esféricas compactas dando lugar a las llamadas proteinas globulares. Otras
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proteinas acl ©ptan formas de baston, por lo que son llamadas proteinas fibrosas, tales como la

colégena, la fprincipal proteina esiructural de) cartilago, los tendones y los vasos sanguineos.

Estructura s ecundaria: a-hélice

Dentxo de las proteinas existen regiones plegadas de manera Unica e imegular, y
regiones cora un plegamiento caracteristico. Uno de estos plegamientos caracteristicos es lé
- o-hélice, descrita por primera vez en 1951 por Linus Pauling y Robert B. Corey, quienes
notaron que los segmentos polipetidicos compuestos por ciertos aminodcidos tienden a
arreglarse eIl conformaciones helicoidales. Una a-hélice caracteristica tiene 3.6 aminoacidos
por vuelta, cada aminoécido representa un avance de aproximadamente 0.15 nm a. lo largo
del ¢je de 12 hélice y las cadenas laterales de cada residuo estdn posicionadas a lo largo de los
lados externos del cilindro.

No todas las secuencias de amindcidos son adecuadas para adoptar este plegamiento.
Mutliples aminoacidos adyacentes que poseen la misma carga. se i‘epelen con tal fuerza que
impiden formar uniones entre ellos que les permitan incorporarse a una o-hélice, Por
ejemplo, en una solucién salina a pH 7, una cadena de alaninas, aminocido cuyas cadenas
laterales son no-polares, formaran una o.-hélice esponténeamente. Por otro lado, una cadena
de lisinas (poli-lisina), aminoécido con cadena lateral cargada positivamente, no formara un
a-hélice es esas condiciones y permanecera plegada al azar, condicién conocida como un
“random coil”. Sin embargo, a pH 12, condicidn en la cual la mayoria de los aminoicidos no
se encuentran protonados, la poli-lisina formara espontaneamente una c-hélice.

Algunas cadenas laterales (como la del triptofano, por ejeinpio) son tan grandes que
no son aceptadas ficilmente dentro del arreglo inflexible de un a-hélice. La prolina es un
aminoécido raramente encontrado en medio de una hélice adebido a que, su grupo imino no
posee un atomo de hidrégeno unido, por lo que cuando se incorpora dentro del enlace
peptidico no puede participar en la formacién de puentes de hidrogeno que caracteriza a un
a-hélice. Otra razén es que su anillo puede causar que la cadena del a-hélice se gire. Sin

embargo, la prolina puede ser encontrada al principio o al final de una a-hélice.
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Estructura s ecundaria: hoja B-plegada

Otro plegamiento regular encontrado en muchas proteinas es la hoja B-plegada. Esta
estruchura es creada por una serie de puentes de hidrogeno entre residuos de diferentes
cadenas polipeptl’dicas, o entre residuos de diferentes regiones de un polipéptido plegado. En
las hojas p-plegada antiparalelas, las hebras corren en direcciones opuestas, de tal modo que
Ia direccién WHz »>COOH de una cadena se aparea con otra en la direccion COOH — NH,.

En contraste: en las hojas B paralelas ambas hebras corren en la misma direccidén. Al aumentar

el mimero de hebras participantes aumenta la rigidez de la hoja.

Estructura supersecundaria y dominios
Si bien el andlisis de la secuencia primaria de las proteinas ha hecho posible obtener

informacion elemental de estas, también ha revelado la importancia del estudio de otros
_niveles de organizacion estructural, como los motivos y los dominios, los cuales han sido
denominados en su conjunto estructura supersecundaria. |
Frecuentemente, los términos motivo (en inglés motif), mbdulo, dominio, unidad
estructural y repeticién (en inglés repeat) son usados indistintamente. Con el fin de unificar la
terminologia, Baron ef al. (1991), han sugerido definir como dominio “una subrepion de una
cadena polipeptidica que es auténoma, en el sentido de que posee todas las caracteristicas de
una proteina globuiar completa”. En un sentido mds amplio, Doolittle (1995) ha definido un
dominio como un segmento que puede plegarse independientemente del resto de la
secuencia. Debido a que la base para la formacion de un dominio es la cohesién entre las
cadenas laterales de sus residuos, las cuales estabilizan su estructura, el nttmero de residuos
nécesarios es un parametro critico. Se requieren entre 50 y 100 residuos para la formaciéﬁ de
un dominio, aungue algunos segmentos mdas pequefios pueden ser estabilizados al plegarse
alrededor de centros hemo, formando puentes disulfuro apropiados o, en el caso de unidades
repetitivas pequefias, al entrar en contacto unas con otras.
Cabe seflalar que en algunos trabajos de cristalografia se utiliza frecuentemente el
término pliegue (fold) para referirse a un dominio, los investigadores orientados al anglisis de
secuencias utilizan el término dominio cuando se refieren a un motivo o secuencia guia,

donde casi siempre dicha secuencia caracteriza al motivo (Doolittle, 1995).
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Al amalizar las proteinas y los genes que las codifican, se ha observado que los
dominios proteicos estén frecuentemente codificados por un solo exén. Patthy (1987) ha
atilizado el término moédulo para definir este tipo de dominios productol de la recombinacion
y duplicaciém de un mismo ex6n. Sin embargo, Doolittle (1995) considera que esta definicién
es restrictiva ¥ menciona que basta con que un dominio ocurra en dos grupos de proteinas no-
homologas © que esté en una localizacion claramente diferente en proteinas homologas para
ser considerado evolutivamente movil. Algunos dominios han sido tan exitosos al adaptarse
estructural v ﬁmcéonahnente que estan presentes en numerosas proteinas sin relacion
funcional aparente.

Comn© 5¢ menciond anteriormente, otro término utilizado en el estudio comparativo de
las secuencias de aminoédcidos es el de mofivo, el cual hace referencia a un patron de
aminoacidos total o parcialmente conservados que se presenta con la misma disposicién en
un grupo de proteinas. Los aminoécidos que forman el patron comin del motivo pueden ser
contiguos o ubicarse altemados con aminoacidos variables en una seccién de la protefna. Esta
disposicion de aminoécidos en la secuencia primaria usualmente se asocia a una estructura
tridimensional caracteristica, que estd inmersa en un dominio de la proteina y que se puede
distinguir claramente dentro de este.

Del andlisis de secuencias se ha observado que las proteinas frecuentemente
contienen dominios pequefios claramente distinguibles, los cuales pueden ocurrir en otras
proteinas en oiras combinaciones. Estos dominios pueden ser interpretados como “unidades
de evolucion”. Los datos estructurales también revelan que algunas proteinas presentan
unidades estructurales compactas perfectamente distinguibles en la secuencia, cuyo
plegamiento es independientemente. Estos dominios pueden estar unidos entre sf
covalentemnente, generando proteinas multi-modulares, las cuales pueden tener contactos
amplios o minimos entre los diferentes dominios. Un dominio puede también estar insertado
dentro de otro, rompiendo la estructura original para formar un dominio discontinuo, Debido
a esta informacion, se ha observado que una clasificacién bastante apropiada de la estructura
de las proteinas es aquella basada en la organizacién de las proteinas a nivel de dominios.

Sin embargo, la subdivision de dominios dificulta més ela clasificacién, ya que la
estructura tridimensional de muchas proteinas no se ha determinado Por otra parte,

diferentes algoritmos para identificar dominios pueden arrojar diferentes asignaciones para
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ia definicior de dominio (Swindells, 1995; Siddiqui y Barton, 1995; Islam ez a/., 1995; Holm
y Sander, 1 993; Jones et al., 1998). Las definiciones, sin embargo, seguramente se refinaran
a medida quie se disponga de mas datos estructurales de un mayor mimero de proteinas.

La clasificacion basada en dominios se ha construido a partir de la observacion de que
las proteinas globulares estan organizadas siguiendo una jerarquia estructural dada por
estructuras secundarias caracteristicas, como las o-hélices y las hojas-B, donde residuos
consecutivos adoptan conformaciones muy similares. La estructura terciaria estd formada
entonces por ¢l empaquetamiento de elementos de estructura secundaria dando como
resultado uno o varias unidades globulares compactas llamadas dominios (Wetlaufer, 1973).
Algunas proteinas contienen varias cadenas polipeptidicas arregladas en una estructura
cuaternaria.

La similitud estructurél de las proteinas se ha encontrado no sélo a nivel de la
proteina completa (eﬁ los llamados dominios), sino también a nivel subestructural. Se han
observados elementos de la estructura secundaria que se combinan en arreglos geométricos
especificos. Los tres arreglos supersecundarios basicos también llamados motivos son o~
“hairpin”, ;3-“hairpin” y la unidad Baf (Richardson, 1981; Taylor y Thornton, 1984; Sibanda
y Thomton, 19835). Algunos otros motivos subestructurales mas grandes estan constituidos

por la combinacién de unidades basicas de estructura secundaria.

Plegamiento y funcion

La estructura nativa es un requerimiento absoluto para la funcién de una proteina. Si
bien el conocimiento del plegamiento por si solo, generalmente no ha dado respuestas
definitivas @ fodas las preguntas relacionadas con la funcién (Martin et al., 1998), el
reconocer la existencia de un numero pequefio de patrones de plegamiento basicos nos
permite tener un marco de referencia para organizar el gran nimero de funciones biologicas
de las proteinas (Thornton ef al.,, 1999).

Hasta la fecha, se considera que la principal ruta de evolucién funcional de una
proteina ha sido la mutacién localizada (Zhang y DeLisi, 2001). Los residuos cambian en
respuesta a modificaciones de las necesidades funcionales, pero los mecanismos bioquimicos
basicos y el plegamiento tridimensional general no se altera. En la mayoria de las familias

proteicas existen, de manera natural, polimorfismos concentrados en residuos que modulan la
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especificidad de la actividad biolégica, pero al parecer el mejoramiento en la eficiencia y la
especificidad, a través de modificaciones en la arquitectura del sitio activo de las proteinas,
es la manera en que se rige la evolucién proteica (Parham et al,, 1988).

Uno de los principales objetivos de los bidlogos estructurales en la actualidad es el
establecimiento de un mapa que expﬁque como se lieva a cabo y que relacion existe entre el
plegamiento ¥ la funcion. La clasificacién del plegamiento es solo €l primer paso, ya que
para entender los principios que subyacen a'éste, se necesitard entender las relaciones
existentes entre residuos dentro de la proteina. El enfoque principal deberd ser la existencia
de motivos subestructurales que son piezas comunes para la construccién de los diferentes
plegamientos. Los datos disponibles muestran que quiz4 la mayoria de estos motivos ya han
sido observados en las estructuras de las proteinas ya resueltas, por lo que los esfuerzos que
se realicen para conocer las unidades fundamentales de plegamiento, facilitaran el desarrollo

de métodos mas efectivos para la prediccion de estructura.

| En la mayoria de los casos, el estudio de una proteina particular incluye tanto la
caracterizacion funcional como la estructural, lo que facilita el establecimiento de relaciones
estructura-funcion. Si bien, para estudiar funcionalmente a una proteina se cuenta con una
amplia gama de técnicas, su estudio a nivel estructural es mas complejo., La cristalografia
por rayos X es la técnica mas usada actualmente para determinar la estructura tridimensional
de las proteinas a una resolucién atomica. La otra técnica ampliamente usada es la resonancia
magneética nuclear, la cual posee algunas limitaciones como el tamafio de las moléculas a ser
caracterizadas estructuralmente. Sin embargo, tipicamente cerca de un 20-40% de todas las
proteinas, incluyendo las proteinas de membrana, son dificiles de cﬁstgiizar, por lo que su |
estructura fridimensional no ha sido resuelta y parece no estar accesible mediante los
" procedimientos de cristalografia (Miao, 2001). |

Dentro de las proteinas de membrana que no han podido ser cristalizadas se
encuentran los receptores idnicos y dentro de ellos el receptor nicotinico de acetilcolina, uno

de los receptores mejor caracterizados funcional y estructuralmente.
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RECEPTORES NICOTINICOS DE ACETILCOLINA

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (RnACh) son capales catiGnicos activados
por ligando que pertenecen a una superfamilia de receptores que incluye los receptores de
4cido y-amino butirico tipo A (GABAA), de glicina y de 5-hidroxitriptamina tipo 3A y 3B (5-
HT34 y 5-HT38). Cada receptor estd compuesto por cinco subunidades cuyo arreglo espacial

‘delimita un poro acuoso central insertado en la membrana. Las subunidades de estos -
receptores son homologas ya que poseen secuencias similares y la distribucion de sus
segmentos hidrofobicos transmembranales es equivalente (Karlin y Akabas, 1995).

Los RnACh son quiza los receptores mds ampliamente estudiados desde el punto de
vista ﬁmcion_al y estructural. Estos receptores son moléculas clave en la transmisiéon
colinérgica de la placa neuromuscular, en la sindpsis de los ganglios auténoros periféricos y
en varias areas cerebrales como el niicleo interpedunculér, el tdlamo, el coliculo superior, la
habénula medial, la corteza cerebral, la sustancia nigra, el &rea ventral tegmental, 1a médula
espinal, el coliculo inferior, el hipotdlamo y el hipocampo ~ (McCormick, 1989; Sargent,
1993: Gotti et al., 1997; Changeux y Edelstein, 1998; Lindstrom, 2000).

En la actualidad, se reconoce la existencia de 16 genes ‘que codifican para
subunidades del RnACh, las cuales derivan de un ancestro comin: al a a9 Bl a 54 y, £y o
(Le Novére y Changeux, 1995). Estas subunidades han sido clas1ﬁcadas como o ©

subunidades de unidén a ligando (ol a oe9) si contienen una union disulfuro entre dos residuos

192 193

de cisteina adyacentes andlogos a las Cys jCy_s de la subunidad a}, 0 como no-ot O
subunidades estructurales si no contienen estas cisteinas (Bl aP4,v,e y 8). Estas
subunidades tienen varias caracteristicas estructurales en comin: un dominio N-terminal
extracéluiér de gran tamafio, cuatro segmentos transmembranales putativos (M1 a M4), un
asa intracellular de tamafio variable que une a los segmentos transmembranales M3 y M4 y .
juega un papel importante en la regulacion del receptor, y una secuencia C-terminal
extracelular corta (Figura 1).

" Tradicionalmente los RnACh han sido clasificados en dos. grupos principales:
neuronal y muscular, cada uno con un perfil farmacologico y fisiolégico particular. Sin
embargo, actualmente se han dividido en tres subfamilias. La primera estd constituida por los

'receptores heteroméricos de misculo esquelético y del érgano eléctrico del pez Torpedp, los
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cuales tienexd una composicién {«1)2B1y181 en la forma fetal y (@1)2B1e 181 en la forma
madura. EstOS receptores se caracterizan por ser marcados y blogueados selectivamente por
el antagonista o-bungarotoxina. La segunda subfamilia contiene 2 los receptores
heteroméricOs neuronales gue no unen o-bungarotoxina. Estos receptores neuronales tienen
una estructuixa pentamérica formada por combinaciones de 02, u3, 04 y a6 con subunidades
B2 o B4, y algunas veces con subunidades a5 o B3. La tercera subfamilia consta de receptores
neuronales homooligoméricos que unen o-bungarotoxina, formados por subunidades o7, 080
9. Basados en la homologia de la secuencia y en el hecho de que forman homoémeros
funcionales, se ha sugerido que las subunidades a7-09 representan las primeras formas de
estos receptores y que las otras subunidades evolucionaron a fravés de la duplicacién de
genes y divergencia (Bertrand y Changeux, 1995)

La diversidad de combinaciones posibles entre las subunidades neuronales d4 como
resultado un amplio espectro de RnACh estructural y funcionalmente distintos, con diferentes
propiedades farmacolégicas y electrofisiologicas (Role, 1992), Tales diferencias han sido
demostradas mediante la expresion heterdloga en ovocitos de Xenopus y fibroblastos de raton
(Luetje y Patrick, 1991; Whiting et al., 1991). _

Los RnACh estin presentes en todos los fila de Bilateria, desde nemétodos hasta
humanos (Gerschenfeld, 1973; Darlison ef al., 1993; Fleming et al., 1993; Leech y Sattelle,
1993).

Sitio de union

del ligando \ C

Extracelular
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Fig 1. Esquema de una subunidad o del RnACh. Se muestra el dominio extracelular NH;-
terminal que contiene el sitio de unién de ACh, los cuatro dominios transmembranales (M-
M4), el asa intracelular que une M3y M4 de longitud variable y el dominio COQOH-terminal
corto. Con renido en rectdngulo se encuentra el segmento transmembranal M2 que se piensa

es el responsable de la formacion del canal. (Tomado de Paterson y Nordberg, 2000)

ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL RnACh.

El grupo de Nigel Unwin ha sido uno de los mas interesados en fesolver la estructura
tridimensional del RnACh. Sus trabajos datan de inicios de los 80’s, cuando analizaron
mediante microscopia electronica las membranas postsindpticas del drgano eléctrico de
Torpedo (Brisson y Unwin, 1984). Posteriormente, é1 y ofros grupos proporcionaron una
forma muy general del RnACh en tres dimensiones, obtenida de imigenes de cristales
tubulares de membrans postsindpticas embebidas en hielo. Los datos emanados de esas
imagenes proponian que la entrada exftracelular del canal, justo en la superficie de la
membrana era un tunel perfectamente delineado de 65 A de profundidad y 20 A de didmetro
(Brisson y Unwin, 1985; Mitra et al., 1989).

Mediante nuevas técnicas, Toyoshima y Unwin (1988, 1990) mostraron més
claramente la forma del canal y las relaciones del receptor con otros componentes de la
membrana. En su trabajo se revela la existencia de porciones extracelulares del receptor que
sobresalen dela bicapa lipidica (anillos concéntricos separados 30 A), asi como la existencia
de densidades asociadas a cada receptor que desaparecen cuando el pH de la preparacion es
elevado a 11.0, proponiendo que se trata de la proteina rapsina (también llamada proteina 43
kDa), que se encuentra normalmente asociada al receptor en estequiometria 1:1 (LaRochelle
y Froehner, 1986) y que es liberada a pH alcalino (Neubi et al., 1979).

En 1993, Unwin logré al promediar las transformadas de Fourier de ~50 000
receptores, una resolucion de 9 A, haciendo posible visualizar algunas caracteristicas de la
estructura secundaria. El poro central consiste en una porcién que se hunde en la membrana
~65 A desde la superficie y que estd enmarcada por una entrada de ~20 A. La porcién mas
estrecha del poro estd delineada por 5 segmentos de a-hélice, cada uno aportado por cada

' subunidad. Cada segmento se encuentra en la parte media de la membrana; son la parte mas
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cercana al ej e del poro y parecen estar involucrados en formar la compuerta. Asi mismo, cada
subunidad contiene tres conos, los cuales son particularmente relevantes en las dos
subunidades @, ya que las cavidades internas delineadas por esos conos en la regién
colindante con vy con & podrian constituir el receptaculo y sitio de union de 1a ACh.

Interesados en saber como cambia el receptor cuando se le une ACh, Berriman y
Unwin (1994), disefiaron la manera de “capturar” al receptor en el estado abierto. Para ello
utilizaron un spray atomizador acoplado al sistema de congelamiento utilizado por ellos
anteriormente para obtener cristales. Caracterizaron los cambios estructurales producidos
por un amplio rango de concentraciones de ACh. Unwin (1995) describié de manera mas
profunda los cambios estructurales que subyacen a la apertura del canal, encontrando los
cambios mas significativos al nivel de los sitios de union, donde los conos que delinean la
cavidad del sitio de unién en la subunidad o colindante con la subunidad 8 (o) giran de
manera coordinada, desplazando ligeramente la subunidad os al espacio ocupado
previamente por la subunidad 3 vecina. El giro a nivel de la subunidad o, es mds discreto y
parece tener como funcion jalar y totar ligeramente la subunidad B, alejandola _dé la
subunidad o5 ¥ dandole a ésta Gltima espacio para girar. Todos estos cambios estructurales
deben ser concertados, lo que s consistente con el hecho de que se requiere la unién de dos
moléculas de ACh para abrir el canal.

Las modificaciones locales en los sitios de union estan asociadas con una pequefia

rotacién (<4°) de todas las subunidades dentro de la membrana. El anillo formado por los

sesgos de las cinco a-hélices que delinean el poro, gira en respuesta a la unién de ACh, de .

manera tal que los residuos en dicho sesgo normalmente apuntando hacia el eje del poro,
rotan hacia los lados, abriendo el poro. |

Los hallazgos estructurales de los trabajos de Unwin se correlacionan con los
hallazgos obtenidos mediante otras t€cnicas, como ¢l fotomarcaje, la mutagénesis dirigida y

la electrofisiologia (Villarroel ef al., 1991; Lester, 1992; Changeux ef al, 1992).

RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCION DEL RnACh
Como se menciond anteriormente, los estudios bioquimicos del receptor de Torpedo
(Galzi y Changeux, 1995} y de los recéptores neuronales (Anand ef al., 1991} han establecido

que tanto los RnACh musculares como la mayoria de los neuronales, son hetero-oligémeros
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compuestos por cinco subunidades transmembranales, los cuales forman uma estructura de
‘barril’ en 1a membrana, alrededor de un canal iénico central (Cartaud ez al.,, 1973). Los
receptores de ACh son complejos glicoproteicos de aproximadamente 290 kIDa.

Los RnACh musculares estan formados por las subunidades a1, BL, ¥ y & (en la forma
adulta) o & (en Ia forma fetal), en una estequiometria 2:1:1:1. Los receptores neuronales
difieren de 108 musculares en que no contienen subunidades v, 0 ¢ ¥ que estan compuestos
por combinaciones de subunidades o-cto ¥ [2-Ba.

En la actualidad seis subunidades o (xy-0t7) y tres subunidades § (B2-B4) han sido
identificadas y clonadas en el cerebro humano (Sargen, 1993; Galzi y Changeux, 1995;
McGehee y Role, 1995; Elliott et al, 1996; Gotti et al, 1997). En contraste con los’
receptores del tipo muscular, las subunidades de los RnACh neuronales se ensamblan de
acuerdo a una estequiometria general 2a.3P. Sin embargo se sabe que las subunidades o7, a8
y 09 forman homo-oligémeros (Coufurier et al., 1990).

El andlisis de las secuencias de aminoacidos de los RnACh ha revelado una
homologia significativa entre los subtipos neuronal y muscular. En general, la secuencia del
receptor nicotinico consta de: 1) un gran dominio amino-terminal hidrofilico, 2) un dominio
hidrofébico compacto dividido en tres segmentos de 19-27 amino dcidos denominados M1--
M3, 3) un pequefio dominio hidrofilico altamente variable y 4) un dominio carboxilo
terminal hidrofobico de aproximadamente 20 aminoécidos denominado M4.

El gran dominio hidrofilico amino terminal estd expuesto a la hendidura sinaptica,
donde juega un papel importante en la unién del ligando, ademés se sabe que contiene sitios
de glucosilacién. El pequefio dominio hidrofilico expuesto al citoplasma contiene sitios de
fosforilacion v los 4 dominios hidrofobicos - (M1-M4) comprenden los segmentos
transmembranales del receptor, de los cuales M2 delinea el poro del canal. (Galzi y

Changeux, 1995).

SITIOS DE UNION A LIGANDO:
" ge conocen un gran nimero de moléculas farmacologicamente activas que se unen a
los ReACh (Tabla I). Los farmacos que actiian en los RnACh pueden agruparse en tres

clases; 1) agonistas, 2} antagonistas y 3) ligandos alostéricos, tanto inhibitorios como
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excitatorios. Cada uno de estos compuestos ejerce sus efectos a través de la unién a uno o

mas sitios die unién del receptor.

Sitio de union a Acetilcolina:

A partir de estudios en el 6rgano eléctrico de Torpedo, se ha puesto de manifiesto que
el RnACh cuenta con dos sitos de union a ACh, cada uno localizado en el gran dominio
extracelular N-terminal, en la interfase entre la subunidades oo y una subunidad no-o
(Reynolds y Karlin, 1978; Lindstrom ez al, 1979). Ambos sitios actGan con cooperatividad
positiva, de tal modo que ambos deben ser ocupados por acetilcolina o algin agoﬁista
nicotinico para inducir la actividad del canal. _

En el RnACh de Torpedo y en el tipo muscular se ha observado que los sitios de
unién de ACh estan formados por residuos de aminodcidos de la interfase de las Subun{dades
oy y -8, siendo especialmente importantes los residuos de cisteina 192 y 193 (Kao y
Karlin, 1986). Cada sitio de unién esta formado por 5 asas separadas. Tres de ellas (A, B, C)
se encuentran en la subunidad o, siendo los principales componentes del sitio de unién. Las
ofros dos asas (D y E) presentes en las subunidades y y 8, son componentes complementarios
(Bertrand y Changeux, 1995). _ _

En los RnACh del tipo neuronal hetero-oligoméricos existen dos sitios de unién a
ACh en la interfase entre las subunidades o y B. {Alkondon y Albuquerque, 1993). Sin
embargo los RnACh de tipo neuronal homo-oligémeros o7, a8 y a9, pﬁseen cinco sitios de
unién a ACh idénticos, uno en cada subunidad (Wang et al, 1996: Changeux y Edelstein,

1998).

Sitios de union alostéricos:

El funcionamiento de los RnACh neuronales estd sujeto a modificacion por una
variedad de compuestos incluyendo fisostigmina, esteroides, etanol y bloqueadores de
canales de Ca”", los cuales no se unen a los sitios de ACh cldsicos, sino a una serie de sitios

alostéricos estructuralmente distintos, los cuales son insensibles a ACh. -
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a) Sitio.s activadores alostéricos no competitivos:
Al igual que los sitios clésicos de unién de ACh, estos sitios alostéricos estan localizados en
las subunidades o. Los compuestos que se unen a estos sitios son llamados activadores del
canal, ya que ellos aumentan la apertura del canal asi como la conductancia idénica (Pereira et
al., 1993). IDentro de este grupo se encuentran los inhibidores de la colinaesterasa como la
fisostigmina., la taurina y la galantamina, asi como el relajante muscular benzoquinomium |
(Svensson y Nordberg, 1996). Existen evidencias que sugieren que la serotonina (5-HT)
también se ume a estos sitios aumentando la conductancia idnica por medio del aumento de
Ja frecuencia de apertura del canal (Schrattenholz ef al., 1996). En células M10 y PCI2 estos
compuestos pueden activar un sélo canal y esta activacién no es afectada por antagonistas
nicotinicos competitivos, lo que confirma qi;te actdan en un sitio distinto al de la ACh
(Pereira er al., 1994; Storch et al, 1995). Sin embargo, la activacion del canal es minima, lo
que sugiere que la funcién de esta clase de sitios de union es potenciar la actividad de los

RnACh inducida por la unién de ACh en el sitio cldsico de unién.

b) Sitios alostéricos negativos no competitivos:
Al contrario de los sitios alostéricos activadores no-conipetitivos, estos sitios inhiben la
funcién del canal idnico. Existe un amplic nGmero de compuestos que como la
clorpromazina, fencyclidina, MK801, algunos anestésicos locales, el etanol y los
barbitﬁricos, que pueden activar este tipo de sitios para producir un efecto negativo en la
funcion del canal sin afectar directamente la union de la ACh (Lena y Changeux, 1993).
Estos blogqueadores no competitivos actian en dos sitios distintos a aquellos en los que
actiian los bloqueadores comipetitivos. El primer sitio de maés alta afinidad, el cual une
ligandos en el rango nanomolar, se piensa que estd localizado dentro del canal idnico y esta
formado por aminoicidos presentes en el segmento M2 de cada una de la subunidades que
forman el receptor. La union del ligando a este sitio es facilitada por la activacién del
receptor por agonista y produce un bloqueo répido y reversible del qanal, bloqueando la
conductancia iénica mediante un cambio estérico (Valenzuela et al., 1994). El segundo sitio -
une el ligando con baja afinidad (<100 uM) y se postula esta localizado en la interfase entre
el receptor y la membrana lipidica. Existen multiples sitios por cada receptor (10-20) en los

cuales la union del ligando acelera la desensibilizacién del receptor-canal. En registros de
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canal unitario en células PC12 cultivadas expuestas a etanol, se ha observado una reduceidn
del tiempo rmedio de apertura de los canales y una aceleracion de la fase de decaimiento en
las corrientes inducidas por ACh (Nagata ef al., 1996). En ovocitos de Xenopus que expresan
a7, el etanol inhibe las comrientes inducidas por ACh sin afectar la afinidad de la ACh por su
sitioc de union. El efecto del etanol en otros tipos celulares también ha sido examinado
(Gorbounova et al,, 1998). El etanol produce una disminucion relacionada con la dosis, del
nimero de RnACh, como se ha medido con [3H}-nicotina en fibroblastos de raton M10 y con
[PH]-epibatidina en células de neuroblastoma humano SH-SY-5Y. El tratamiento crénico con
etanol (100 mM) en células M10 también atenfia parcialmente la regulacidon positiva de los
RnACh producida por ei tratamiento con nicotina. En estas mismas células el etanol
disminuye significativamente los niveles de RNAm de 3 y aumenta los de a4 y a7, pero no

tiene efecto en los niveles de RNAm de B2.

Sitios de union a esteroides:

Los esteroides poseen la habilidad de desensibilizar a los RnACh, mediante la unién a
un sitic localizado en el dominio hidrofilico extracelular. Este sitio de union es distiﬁto al
sitio de union de la ACh (Bertrand et al., 1991; Inove y Kuriyama, 1991). La progesterona, la
corticosterona y la dexametasona son inhibidores potentes de los RnACh ganglionares que
contiene o3, expresados en células SH-SYSY. Estos esteroides ejercen su accion sin afectar
ja unién de la ACh (Ke y Lucas, 1996). La corticosterona produce desensibilizacién a la
nicotina en los RnACh y su administracién crénica en ratones reduce el niimero de sitos de
unién a '25I-o-bungarotoxina (Grun ef al, 1992; Pauly y Collins, 1993; Robinson et al.,
- 1996; Stitzel er al, 1996; Caggiula et al, 1998). También se ha observado que
concentraciones de esteroides en el rango iM desplazan a la 'T-o-bungarotoxina de su sitio
de unién y reducen la afinidad de la nicotina por ese sitio en membranas obtenidas de

cerebro de rata (Lena y Changeux, 1993).

Sito de union a dihidropiridinas:
Algunos antagonistas de canales de Ca®* tipo L como la nimodipina y la nifedipina
bloquean la activacién inducida por agonistas (Lopez ef al., 1993). El mecanismo de accion

de estos compuestos no se conoce, pero se propone que el sitio de unidn esti situado dentro
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del canal i6nico. Es interesante mencionar que los iones Ca®* pueden modular por si solos la
foncién del 'canal en los RnACh. Existen multiples sitios de unién a Ca** en los RnACh
musculares v neuronales (Fairclought ef al, 1993), los cuales al activarse producen una
disminucién en la conductancia que es sensible al voltaje. Otro tipo de sitio de unién a Ca®",
presente sGlo en los receptores neuronales potencia la activacién por agonista produciendo |

una corriente idnica mayor (Mulle ef al., 1992).

Otros moduladores alostéricos.

El RnACh es susceptible 2 modulacion por fosforilacion. La fosforilacién de algunos
residuos en €l asa citopfésmica por la proteina cinasa A, proteina cinasa C o por cinasas de
tirosinas, da como resultado la desensibilizacion del receptor (Huganir y Greengafd, 1990).
Una amplia variedad de sustancias que actiian sobre las vias de fosforilacion producen la
desensibilizacion del RnACh de manera indirecta. Estos firmacos inducen cambios en las
concenfraciones  de Ca*" intracelular, produciendo la activacién de proteinas cinasas
sensibles a Ca”'. El neuropéptido CGRP (de las siglas en inglés de calcitonin gene related
peptide) y la sustancia P‘por gjerplo, aumentan la sensibilidad del RnACh a través de la

activacion de cinasas (Miles ef al., 1989; Simmons et al., 1990).

ESTADOS DE TRANSICION DEL RNACH

Los RnACh pueden existir en por lo menos 4 estados conformacionales, los cuales
son interconvertibles y funcionalmente distintos. Estos estados pueden ser interpretados en
términos del “esquema conformacional” propuesto por Katz y Thesle (1957) que consiste en:
1) un estado de reposo “R7, 2) un estado activo “A” donde el canal se abre en una escala de
tiempo en el rango de microsegundos a miiiseguhdos. En este estado la afinidad por la ACh
es baja (10-1 uM), y 3) y 4) uno de los dos estados del canal cerrado-desensibilizado “I’.’ y.
“D” que son refractarios a la activacién en una escala de milisegundos a minutos pero
exhiben una alta afinidad por ACh (10 nM-1uM) y por ligandos nicotinicos (Galzi y
Changeux, 1995). La unién de ligandos a la estructura de los RnACh, ya sea en el sitio a
ACh o en cualquier sitio alostérico, pueden modificar el equiiibrio entre los diferentes

estados conformacionales del receptor en cualquier momento dado. Adicionalmente, la unién
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de ligandos al RnACh estabiliza diferencialmente el estado conformacional al cual se unen

preferencialimente (Lena y Changeux, 1993).

REGULA CION POSITIVA DEL RECEPTOR NICOTINICO

La exposicién prolongada a agonistas da como resultado un incremento en el niimero
de receptores. Este hecho contradice el paradigma generalmente accptadd que sostiene que la
sobreexposicion a agonistas produce una regulacion negativa y la sobreexposicién a
antagonistas una regulacién positiva de los receptores. En varias especies, incluyendo el
humano, la exposicion duradera a nicotina da como resultado un incrémento en el nimero de
RnACh. Estudios postmortem de unién de ligando han revelado un incremento en los sitios
de unién a - [H]-nicotina y *{H]-ACh en los cerebros de fumadores comparados con los de
no-fumadores, existiendo una correlacion entre el incremento -de los sitios de unién y el

nﬁfnero de cigarros fumados (Benwell ef al., 1988; Breese ef al., 1997; Nybick ef al., 1989).
| El nimero de sitios de unitén observados en los cerebros de exfumadores fue atin mas bajo
que el de los no fumadores. Se ha propuesto que la desensibilizacion y la regulaci6n positiva
de los RnACh que sigue a la exposicién'crénica de nicotina son la base de la tolerancié ala
nicotina mostrada en los fumadores, asi como de los sintomas de la abétinencia (Benwell et
al., 1988; Balfour y Fagerstrom, 1996, Dani y Heinemann, 1996). En experimentos
realizados en ratas, el tratarﬁiento subcrénico con nicotina (0.45 fng/kg, dos veces al dia), da
comb resultado un incremento en el ntmero de sitios de alta afinidad en los RnACh de la
corteza, mientras que - la proporcién de sitios de baja afinidad se reduce. Adicionalmente,
existe una reduccion significativa de la afinidad de agonistas de ainbos tipos de los RnACh
(Romanelli ef al., 1988).

La rapida desensibilizacién y la inactivacion consecuente después de una exposicion |
crénica a agonistas, da como resultado un déficit en la funcién colinérgica, el cual es
compensado con un incremento en el namero de receptores (Schwartz y Kellar, 1985). La
regulacién positiva, la desensibilizacién y la inactivacion de los RnACh parece depender de
la duracion de la exposiciéon y de la naturaleza del agonista (Rowell v Duggan, 1998;
Reitstetter ef al., 1999). La recuperacion de la desensibilizacion de los RnACh musculares,
expresados en TE67/RD es significativamente mas rapida después de una corta exposicion a

ACh o a nicotina, con una recuperacion a la nicotina mas rapida que a la ACh (Reitstetter et
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al, 1999). Esta observacién indica que existe mas de un estado de desensibilizacion del
receptor y cjue los agonistas varian en su habilidad para inducir estos estados. Los diferentes
subtipos de RnACh también varian en su sensibilidad a la desensibilizacion y 2 la
inactivacion después de la exposicion a los agonistas. Parece que los RnACh o482 v a7 son
mas sensibles a la regulacién positiva y a la desensibilizacién que los otros subtipos. La
exposicion cronica de ovocitos que expresan o432, a7 y o3 bumanos a concentraciones
submicromolares de nicotina, da como resultado una inactivacién irreversible de la mayoria
de los receptores adp2, o, pero substancialmente menor en el subtipo a3 (Olale ef al.,
1997). Hsu et al. (1996) observaron resultados similares en ovocitos que expresan o4P2 y
a3p2. La respuesta funcional de los RnACh 04B2 puede ser completamente abolida después
de la incubacion por 48 horas con nicotina, mientras que solo se reduce un 50-60% en a3B2.
Adicionalmente, el tiempo medio necesario para recuperar iz; actividad de o332 es de 7.5
horas, mientras que para 42 ‘es de 21 horaé. Esta observéeién sugiere que los efectos
conductuales de la nicotina se encuenfran mediados principalmente pdr los RnACh «adf2 y

o,
PATOLOGIAS RELACIONADAS CON LOS RaACh

Papel de los receptores nicotinicos en funciones cognitivas ‘

Existe evidencia de que la nicotina y los agonistas nicotinicos tienen la propiedad de
aumentar la memoria en animales y humanos, mientras que los antagonistas empeoran esta
funcién (Levin y Simon, 1998). En roedores y primates no-humanos el tratamiento a largo y
corto plazo mejora el desempefio en una variedad de pruebas de memoria. El tratamiento a
corto plazo con nicotina mejora el desempeﬁo de la memoria de trabajo en ratas (Levin et al.,
1993; Decker, 1995; Decker et al, 1995). Esta mejora también se observa después de la
administracién de agonistas nicotinicos como lobelina, dimetiletanolamina, ABT-418 y GST-
21 (Decker et al, 1993, 1994; Levin et al, 1995). Por el contrario, el antagonista no
competitivo mecamylamina, produce un deterioro en el aprendizaje y la memoria. Estos
hechos apoyan la teoria de que los RnACh juegan un papel importante en las funciones

cognitivas. Esta hip6tesis adquiere importancia cuando se considera la pérdida significativa
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de RnACh en el hipocampo y la corteza frontal que se observa en la enfermedad de
Alzheimer v la pérdida de las funciones cognitivas asociadas a esta. Sin embargo, atin queda
por determinar los subtipos de RnAch involucrados en los procesos cognitivos y elucidar las

interacciones de estos receptores con otros neurotransmisores criticos en las funciones

cognitivas.

Epilepsia

La epilepsia autosomal dominante del lobulo frontal es un tipo de epilepsia parcial
que causa convulsiones breves durante el suefio ligero, pudiendo estar acompafiadas de
convulsiones violentas generalizadas (Scheffer er al, 1995). Este tipo de epilepsia es el
resultado de una mutacion en el gen de la subunidad o4, sustifuyendo una serina en la
posicién 247 de M2 pdr una fenilalanina (Steinlein ef al,, 1995). Se piensa que esa mutacion
afecta la funcién del canal ya que, al expresar la subunidad mutada con una subunidad 2
normal en ovocitos: de Xenopus, se forma un receptor mutante con una permeabilidad
reducida a Ca’’, una probabilidad de apertura del canal reducida (debido probablemente a
una desensibilizacién répida), asi como una recuperacién lenta del estado desensibilizado
(Weiland et al., 1996). La afinidad por ACh en el receptor mutante se encuentra disminuida 7
veces y las corrientes son 5 veces més pequefias que en el control a concentraciones
. saturantes de ACh. Adicionalmente estos receptores se desensibilizan a una concentracion de
agonista 3000 veces mas baja que los controles (Bertrand ef al., 1998). Otra mutacion en la
-regién M2 de o4, en la que se inserta una leucina en la posicién 259, céusa el mijsmb tipo de
epilepsia (Steinlein ez al., 1995). Al igual que en la mutacién de la serina 247, la
permeabilidad a Ca®" se encuentra reducida. Sin embargo, la epilepsia es el resultado de una
activacién neuronal excesiva por lo que es contradictorio que mutaciones que reducen la |
actividad del RnACh causen convulsiones. Una explicacion posibie es el hecho de que la
funcién presindptica de los receptores o4f2 es promover la liberacion de algunos
neurotransmisores, incluyendo los inhibitorios GABA y glicina (Wonnacott et al., 1990;
Wonnacott, 1997). La facilitacién de la liberacion de GABA o glicina, o la coactivacion de
neuronas inhibitorias por receptores a432 puede prevenir la instalacién de convulsiones entre
el suefio y la vigilia por lo tanto, la funcién reducida de los reéeptores 0482 resultante de la

mutaciones mencionadas puede desencadenar este tipo de epilepsia.
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Enfermedad de Altheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una condicién degenerativa progresiva que
afecta en los Estados Unidos a 1 de cada 10 personas mayores de 65 afios. Es la principal
causa de la demencia senil y de la mayoria de los casos de demencia presenil,
caracterizandose por un deterioro de las funciones cognitivas superiores, incluyendo la .
pérdida de la memoria (Octave, 1995). El efecto neurodegenerativo primario de la FA estd
fuertemente ligado con la produccion de amiloide, proteina resultanie del procesamiento
incorrecto de la proteina precursora de amiloide. A nivel neuroquimico, la anomalia mds
consistente ¥ severa es la pérdida de inervacion colinérgica de la corteza cerebral y del
hipocampo (Coyle et al., 1983). En tejido cerebral postmortem de pacientes con EA, los

. niveles de la enzima acetilcolintransferasa (ChAT), se encuentran significativamente
reducidos (Perry ef al., 1978). Varios estudios reportan cambios en la densidad de receptores
colinérgicos en los cerebros con EA, en comparacién con controles de la misma edad
(Whitehouse y Au, 1986; Flynn y Mash, 1986; Nordberg y Winblad, 1986; Aubert et al.,
1992). Los cambios més significativos han sido observados en las cortezas temporal, parietal
y Oécipitai (Nordberg, 1994). Un estudio reciente compara la unién de [*H]-nicotina, [*H]-
epibatidina, [*H]-citisina y [*H]-vesamicol {como marcador de los sitios del transportador
vesicular), observando una disminucion significativa en la corteza temporal de pacientes de
EA.

Estudios de unién de ligando en cerebros con EA, indican que los receptores
formados por 04B2, constituyen el mayor tipo de receptores perdidos en la EA (Warpman y
Nordberg, 1995). Este hecho es apoyado por la observacion de que los niveles de RNAm de
las subunidades o4 y B2 disminuyen con la edad en la corteza frontal de cerebros humanos y
que los niveles de B2 se reducen de manera significativa en el hipocampo (Tohgi ef al.,
1998). En los cerebros de pacientes con EA se ha enconirado una correlacion significativa
entre la reduccion de sitios de unién a [3H]-epibatidina y los niveles reducidos del marcador
sindptico sinaptoﬁsiné en la corteza frontal, sugiriendo que la mayoria de los RnACh
perdidos son presindpticos.

Debido a estos hallazgos, la activacién de los RnACh neuronales estd siendo

investigada como una estrategia para la terapia de la EA (Sjoberg er al., 1998). Esta
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estrategia esta basada en tres observaciones: 1) la estimulacion de los RnACh por nicotina
mejora la funcion mnemonica. En roedores, el tratamiento con nicotina mejora el desempefio
en prucbas relacionadas con la memoria (Levin, 1992). Los ratones “knockout” de la
subunidad (B2 (ratones que no poseen el gen de dicha subunidad), muestran una conducta
anormal en pruebas relacionadas con aprendizaje (Picciotto ef al., 1995). En humanos, el
antagonista nicotinico mecamilamina afecta la memoria a corto plazo (Newhouse et al,
1992), mienntras que la nicotina mejora el desempefio en pruebas relacionadas con la memoria
(Colrain er al., 1992; Rustet et al, 1994). También se ha observado que la nicotina produce
una mejora en las funciones cognitivas en pacientes con EA (Jones et al., 1992; Valenzuela
et al., 1994; Vidal, 1996; Newhouse ef al., 1997). 2) La activacion de los RnACh modula la
liberacion de un gran numero de neurofransmisores como ACh, DA, GABA y glutamato
(Beani et al., 1985 McGenee y Role, 1995; Pontieri et al., 1996, Marshall ez al.; 1997) 3)
Existe evidencia que sugiere que la activacion de los RnACh protege a las neuronas de la
neurotoxicidad de la proteina B-amiloide. La nicotina protege a células, corticales en cultivo
de 1a muerte neuronal inducida por B-amiloide, efecto qué es bloqueado por el antagonista
selectivo de 0432, DHPBE. Ademas, la citisina, un agonista selectivo de «432 también inhibe
la toxicidad del B-amiloide, indicando que el RnACh o4P2 es importante en la
neuroproteccion (Kihara ef al., 1998). Estas observaéiones son consistentes con la pérdida
del RnACh a4pB2 en la EA, lo que podrie_l potenciar la accién neurotéxica de la protefna B-

amiloide.

Enfermedad de Parkinson '

La FEnfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa y
progresiva, que involucra la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra. Esta
caractetizada por la dificultad para iniciar y sostener el movimiento fino. Al igual que en la
enfermedad de Alzheimer, se presenta una pérdida de células colinérgicas en el cerebro
anterior, acompafiada por una reduccién en el numero de sitios de unién de nicotina en el
cerebro (Whitehouse ez al, 1983; Aubert et al., 1992; Lange et al., 1993). Ademas de la
disfuncién motora, los pacientes con EP padecen frecuentemente déficit cognitivo o
demencia, asociados a la perdida de marcadores colinérgicos en especial de RnACh (Perry et

al., 1995). La reduccién en el niimero de RnACH corticales en los pacientes de EP es
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paralela al grado de demencia y podria ser el resultado (al igual que en la EA) de la
degeneracion de la proyeccidn colinérgica de las neuronas del mesencéfalo. Esta hipotesis
esta apoyada por el hecho de que el tratamiento crénico con nicotina en roedores protege de
las lesiones nigroestriatales mecanicas o con neurotoxinas, previniendo la degeneracién de
las neuronas dopaminérgicas, aumentando los niveles de DA y evitando la regulacion
positiva de los receptores dopaminérgicos D2 (Janson et al., 1989, 1994; Fuxe et al., 1990;
Janson y Moller, 1993). En ratones lesionados con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), la nicotina posee un efecto neuroprotector. La administracién aguda de nicotina
previa o combinada con el tratamiento con MPTP, reduce la degeneracion neuronal en el
neoestriado v la sustancia nigra (Janson ef al,, 1988, 1992). Sin embargo, la administracién
crénica de nicotina, mediante minibombas aumenta la neurotoxicidad del MPTP en el
estriado (Janson, 1992). Se piensa que el efecto neuroprotector de la nicotina se debe a la
disminucién de la recaptura de MPP" (el metabolito neurotéxico del MPTP) en las neuronas
dopaminérgicas debido a un incremento en la liberacién de DA inducido por la nicotina. A su
vez, la potenciacién de la neurotoxicidad del MPTP podria ser el resultado de la inhabilidad
de los RnACh para desensibilizarse después de la administracién crénica de nicotina,
produciendo un incremento en el influjo de Na*y Ca*" a través de los RnACh localizados en
las neuronas dopaminérgicas, lo que da como resultado la neurotoxicidad por iones Ca** y un

incremento en la demanda energética (Janson et al., 1992)

Esquizofrenia

La esquizofrenia es una condicién psicética cronica que deteriora al individuo que la
padece. Comienza en la adolescencia tardia o en la etapa adulta temprana y estd caracterizada
por alucinaciones, delirios, comportamiento bizarro, apatia'y voluntad afectada (Amold y
Trojanowski, 1996, Tsuang, 1993). La etiologia de esta condicién no se tiene clara, aunque
algunos estudios sugieren que la esquizofrenia tiene un fuerte componente genético, con un
patrén hereditario complejo que involucra un modo incierto de transmisién, penetracién
incompleta ¥y heterogeneidad en el genotipo (Rish, 1990; Tsuang, 1993). Se han descrito
varios loci para la esquizofrenia en diferentes sitios cromosomales (Pulver ef al., 1994; Wang
et al., 1995; Silverman ef al., 1996). Sin émbargo, estos loci no son los mismos para todos

los casos de esquizofrenia y no ayudan a delinear cuales aspectos de esta enfermedad
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multifactorial estan influenciados por locus especificos. Se ha propuesto la hipotesis de la
dopamina, que sugiere que la sintomatologia es el resultado de un exceso de dopamina, sin
embargo, sintomas similares pueden producirse con la administracion de drogas como la
fenciclidina, un inhibidor de los canales NMDA y de los RnACh. La ‘posible relacién de los
RnACh con la esquizofrenia se sugirié debido al alto porcentaje de fumadores presentes en
ia poblacién esquizofrénica comparado con la poblacién general: 90% comparado con 33%
(Lohr y Flynn, 1992). Ademés, el mimero de sitios de unién a [*H] citisina y ['*’I] BTX enla
regién CA3 del hipocampo se encuentra significativamente reducido en cerebros postmortem
de pacientes esquizofrénicos comparados con cerebros control, indicando un déficit en el
nmimero de RnACh en los esquizofrénicos (Freedman et al, 1995). En pacientes
esquizofrénicos se ha observado también que poseen niveles elevados de anticuerpos anti-
RnACh, los cuales pueden ser un factor que contribuya a la reduccién del ntimero de RnACh
‘observado en la esquizofrenia (Mukherjee ef al., 1994).

Se ha observado que la nicotina normaliza dos de los mayores déficits
psicofisiologicos de los pacientes esquizofrénicos (Adler ef al., 1992). Se piensa que una de
las mayores deficiencias que subyace a los sintomas de la esquizofrenia como las
alucinaciones y los delirios es una deficiencia en la regulacion de la respuesta a estimulos
sensoriales. La atencién a estimulos externos del entorno es generalmente ignorada por
sujetos normales, no asi en sujetos esquizofrénicos, por lo que se sugiere que los mécanismos
neuronales responsables de “filtrar” la entrada del estimulo sensorial estdn deteriorados. Por
ejemplo, en sujetos normales, la respuesta a un estimulo auditivo inicial produce una
respuesta excitatoria que a su vez activa mecanismos inhibitorios, los cuales entonces
disminuyen la respuesta excitatoria que sigue a un segundo estimulo o estimulo pareado. En
108 paciéntes esquizoﬁ‘énicos y sus familiares, la habilidad para disminuir la respuesta
excitatoria producida por el segundo estimulo auditivo estd disminuida comparada con los
sujetos normales y se normaliza transitoriamente después de la administracién de nicotina o
de fumar un cigarro (Adler ef al., 1985, 1992, 1993). Este defecto neuronal ha sido vinculado
a un polimorfismo en el cromosoma 15 en el cual se encuentra el locus del RnACh o7
(Chini ef al., 1994; Freedman ef al., 1997). El receptor a7 esta ademas implicado en la

esquizofrenia por la observacién de que la expression de esta subunidad estd
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significativamente reducida en la corteza frontal de cerebros de pacientes esquizofiénicos

comparados con los controles de la misma edad (Guan ef al., 1999).

Sindrome de Tourette
El sindrome Gilles de la Tourette (ST) es un desorden neurosiquidtrico de etiologia
desconocida que comienza en la infancia y se caracteriza por “tics” verbales y motores
persistentes, asi como por episodios frecuentes de hiperactividad, ansiedad, fobias y
desordenes oObsesivo-compulsivos. Para tratar este desorden se han utilizado neurolépticos
clasicos tales como el haloperidol, pero no siempre son efectivos y producen efectos
colaterales como sedacion y discinesia. Varios estudios han reportado que la administracién
de nicotina mediante goma de mascar ¢ parches transdermales potencia la accién de los
neurolépticos y es efectiva para aminorar los sintomas del ST (Sanberg er af, 1988;
McConville ef al., 1992; Dursun y Reveley, 1997; Sanberg ef al., 1997). Se ha observado
una mejora hasta por 4 semanas en pacientes de ST tratados solo durante dos dias con
parches de 10 mg de nicotina (Dursun y Reveley, 1997). El mecanismo a través del cual la
nicotina disminuye los sintomas de esta enfermedad ain no se conocen, pero muy
' posiblemente involucra la modulacion de la liberacion de dopamina. La exposicion
prolongada a nicotina produce la desensibilizacién reﬁersible de los RnACh y algunas veces
puede causar la inactivacién permanente de estos receptores, especialmente de log subtipos
04P2 y a7 (Hsu et al, 1996; Olale ef al.,1997). La inactivacién permanente de estos
receptores, seguida por una re-sintesis lenta, podria explicar los beneficios que duran
semanas después de la administracion de nicotina. De este modo, resulta deseable desarrollar
agonistas nicotinicos que actilen sin los efectos colaterales de la nicotina como- alternativa en

el tratamiento del ST.

Ansiedad y depresion

Los RnACh estan aparentemente involucrados en la fisiopatologia de la ansiedad y 1a
depresién. Se ha observado que la administracién de nicotina posee efectos ansioliticos en
humanos y en modelos animales de ansiedad (Pomerlean, 1986; Decker ef al., 1994). Este
efecto es bloqueado por la administracion del agonista no competitivo mecamilamina y por

flumazenil, un agonista parecido a la benzodiazepina. Estas observaciones sngieren que la
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accion ansiolitica de la nicotina es producida por un aumento en la liberacion de GABA, el
cual entoncés actia en el receptor GABA, sensible a benzodiazepinas. Los estudios clinicos
han demostrado una relacién directa entre fumar y la depresion mayor: las personas con
depresién nnayor son en su mayorfa fumadores con una gran dificultad para controlar el
habito y tienen alto riesgo de padecer de depresion media o mayor cuando intentan dejar
dicho hébito (Glassman et al., 1988, 1990; Breslau ef al., 1993; Dalack et al., 1995; Stage er
al., 1996, Covey et al, 1997, 1998). Estos datos de predisposicién involucran factores
genéticos o ambientales, sin embargo otros mecanismos causales pueden influir, como la
automedicacioén y el efecto neurofarmacolégico que la nicotina u ofras substancias tiene
sobre los neurotransmisores involucrados en la depresién. (Breslau ef al, 1998). La
depresion aumenta el gusto por fumar, asi como por la nicotina y ofras sustancias que
generan dependencia. Los parches transdermales de nicotina mejoré.n el dnimo de los
pacientes deprimidos no fumadores y aumenta la duracioén del suefio REM (Salin-Pascual ez
al., 1996; Salin-Pascual y Drucker-Colin, 1998). También se ha observado que la nicotina
actiia como antidepresivo en modelos animales d¢ depresion (Semba et al., 1998). Existe
cada vez mas evidencia que une a los RnACh con los antidepresivos triciclicos clasicos
(imipramina, desipramina) y con los inhibidores de la recaptura de serotonina (fluoxetina,
paroxetina). Los antidepresivos triciclicos imipramina, desipramina, amitriptilina ¥
noririptilina producen una inhibicién no competitiva en los RnACh, inhibiendo
reversiblemente las corrientes inducidas por agonistas (Schofield et al., 1981; Arita e al.,
1987; Rana et al., 1993). Los inhibidores de la recaptura de serotonina tales como fluoxetina,
peroxetina, sertelina, venlafaxina y nefazodone también producen una inhibicién no-
competitiva, reversible de los RnACh (Fairclough et al., 1993; Dalack ef al, 1995; Garcia-
Colunga et al., 1997; Hennings et al., 1997; Maggio et al., 1998; Fryer y Lukas, 1999). El
Prozac (fluoxetina) bloguea las corrientes del RnACh de manera dependiente de voltaje e
incrementa la proporcién de desensibilizacion del receptor (Garcia-Colunga er al., 1997,
Maggio ef al., 1998). En rebanadas de hipocampo de rata, la fluoxetina inhibe la liberacion
de noradrenalina inducida por nicotina, de una manera dependiente de la dosis (Hennings et
al., 1997). A pesar de la conexion entre la depresion, los antidepresivos y la nicotina, €l
papel de los RnACh como blanco para el tratamiento de la depresién no ha sido todavia

explotado.
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Miastenia gravis

La Miastenia gravis es una enfermedad poco frecuente causada por una reaccion
autoimmune dirigida contra los RnACh muscuiares. Algunos sindromes miasténicos
congénitos estan asociados con mutaciones puntuales en las subunidades musculares o1, B1
o & Algunas de esas mutaciones afectan los estados de transicién de apertura (sP121L,
£1254ins18), o afectan el ensamblaje de los RnACh ( eR147L) causando sintomas de
miastenia s&lo cuando se combinan con mutaciones nulas del otro alelo (Ohno et al., 1996,
1997, Milone ef al., 1998). Las mutaciones nulas se acompafian de sintomas sélo cuando
estan presentes en ambos alelos (Engel ef /., 1996). En modelos animales “knock-out” de la
subunidad €, SOlo se expresan sintomas de la enfermedad en el genotipo homocigo
(Witzemann et al., 1996). En estos pacientes de miastenia y en los modelos animales, la
neurotransmnision es parcialmente rescatada en la placa neuromuscular por la persistencia de
la expresion de la subunidad fetal y.

Otro tipo de mutaciones que producen sindromes miasténicos atin en el fenotipo
heterécigo, son aquellas que aumentan el tiempo de apertura de los R0ACH (Ohno et al.,
1995; Sine et al., 1995; Engel ef al., 1996; Gomez et al., 1996; Croxen ef al., 1997; Milone et
al.,1997). Estas mutaciones que causan un incremento en la funcidn se encuentran
generalmente en la regién de union del ligando («1G153S, alVI56M), en el segmento M2
que delinea el poro del canal (112541, al1V249F, B1V266M, BIL262M, £l.269F) o en
regiones adyacentes (c1N217K, a1S52691 gP245L.). Estas mutaciones pueden afectar tanto
las propiedades intrinsecas de unién de ligando, como los estados transicionales de apertura y
desensibilizacién (Edelstein et al., 1997a, b; Galzi et al., 1996). La confirmacion de que las
mutaciones que aumentan la funcién del RnACh muscular ha sido obtenida en un modelo

animal de ratones transgénicos que portan la mutacién eL269F (Gomez ef al., 1997).
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HIPOTESIS

1. Los receptores-canal de la familia del RnACh, poseen secuencias conservadas en el asa
citopldsmica, a pesar de la variabilidad de esta region entre los miembros de la familia.

2. Dichas secuencias forman dominios estructurales y/o funcionales.

3. Al igual que otros dominios existentes en la naturaleza, los posibles dominios presentes en -
el asa citoplasmica de Jos receptores de la familia de los RnACh, se encuentran presentes en

mas de una familia de proteinas.

OBJETIVOS GENERALES

1. Identificar la presencia de secuencias conservadas en la secuencia primaria del asa
‘ citoplasmica que une los segmentos transmembranales M3 y M4 en los receptores de
la familia del RnACh. o
2. Investigar la existencia de secuencias similares a las encontradas en el asa
citoplasmica de los receptores de -la familia del RnACh en ei banco de datos de
proteinas.
3. Investigar la posible existencia de dominios estructurales en el asa citoplasmica de los

receptores de la familia del RnACh.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar estructural y funcionalmente el motivo encontrado en el asa citoplasmica
de los receptores de la familia del RnAch.
2. Establecer correlaciones estructurales y/o funcionales de dicho motivo con otras

secuencias de proteinas cristalizadas.
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METODOLOGIA

1. Se ingresaron a una base de datos las secuencias primarias del asa citoplasmica de
diferentes receptores canal. La longitud de dichas secuencias estaba en un intervalo
entre 100-160 aminodcidos, Las secuencias analizadas correspondieron a 40
subunidades del RnACh, incluyendo subunidades del tipo neuronal y muscular, 11
subunidades del receptor a GABA, y 4 subunidades del receptor de glicina. Como
control, se incluyeron las secuencias de 4 receptores de glutamato (2 tipo NMDA y 2
no-NMDA), un canal de potasio, un receptor dopaminérgico, dos transcriptasas
reversas y una proteina con dominio SH.

2. Por medio del programa MOTIF (Smith et al., 1990) se analizaron las secuencias en
busca de un patrén comin de aminoAcidos.

3. Los segmentos de secuencia en los que se encontrd el motivo fueron analizados con
los programas de prediccion de estructura secundaria Chou-Fasman y Mpredict..

4. Una vez identificada la existencia de un motivo, se realiz6 una bisqueda més amplia
en fos bancos de datos SWISS-PROT y TREMBL.

5. Con el objeto de realizar estudios estructurales en el motivo encontrado, se disefiaron
péptidos sintéticos obtenidos mediante la sintesis de proteinas de fusién con la
proteina Glutation-S-Transferasa (GST). Se disefié la secuencia de DNA con codones
preferentes para E. coli, de la regién correspondiente al motivo de dos de las proteinas
en las que se encontré (subunidad o del RnACh muscular de ratén y catalasa de’
higado bovino). Dicha secuencia constituyé el motivo, 23 residuos hacia el amino
terminal y 15 hacia el carbozxilo, lo que did como resultado una secuencia de DNA de
177 bases que codifica para un péptido de 59 residuos. Para cada secuencia se
disefiaron y se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia, 10 oligonucleotidos, los
cuales sirvieron de templado para obtener el fregmento deseado mediante PCR
recursivo. Una vez obtenidos los fragmentos deseados, estos se clonaron en el
ﬁiésmido pGEX-3X utilizando las enzimas de restriccion EcoR1 y BamHi. La

expresion de este vector dié como resultado la proteina de fusion GST-motivo,
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10.

Se establecieron las condiciones de induccién para expresar la protefna (0.1 uM
Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside (IPTG), 2 hr, 30°C). El cultivo celular fue
sonicado y la proteina de fusién fué purificada mediante una columna de agarosa-
glutation, eluyendo con 10 mM glutation reducido. Se corrobordé mediante geles de
acrilamida la presencia del péptido en la fraccion eluida y se cuantificd por medio de |
espectofotometria (1 Uazso= 0.5 mg/ml).

Basados en la secuencia de las subunidades «2 y P4 de rata, se disefiaron
oligonucleétidos para eliminar mediante PCR, la secuencia. que codifica los 6
aminoécidos iniciales del motivo encontrado (RXPXTHX 4P), asi como 1a P final, o

para todo el motivo, en cada subunidad.

. La presencia de las deleciones de interés fue corroborada mediante secuenciacion

manual con **P.

Mediante transcripcién in vifro, se obtuvieron los RNA mensajeros de las
subunidades mutadas, los cuales fueron inyectados en ovocitos de Xernopus, para su
caracterizacién electrofisiolégica. |

La expresion de los receptores mutantes se evaluo 4 dias después de la inyeccién de
los mensajeros. Se realizaron registros de fijacién de voltaje con dos electrodos, en
donde se investigd la cinética de la corriente afiadiendo a la perfusién agonistas

colinérgicos en diversas condiciones experimentales.
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RESUL. TADOS

Comparacidn de secuencias

En la parte inicial de este proyecto se analizaron las secuencias del asa citoplasmica
que une las regiones M3 y M4 en los receptores de la familia del RnACh, en busqueda de
secuencias conservadas o motivos. Este andlisis incluyé subunidades del RnACh, del
receptor de GABA, y del receptor de glicina, asi como de receptores glutamatérgicos como
control. El programa MOTIF (Smith ef al., 1990) localizé sélo en el asa citoplasmica de los
RnACh un motivo formado por 5 aminoacidos en un blogue de 21: RXPXTH(X) 4P

Una vez identificado el motivo RXPXTH(X) 4P, se realizé una bisqueda en el banco
de datos SWISS-PROT y TREMBL que dié como resultado la presencia del motivo en 82
subunidades del RnACh, incluyendo subunidades de los receptores musculares y neuronales;
en 20 catalasas, enzimas no relacionadas con la familia del RnACh y en 9 proteinas variadas,
entre las que se encuentran la proteina ribosomal LY y el factor de transcripcion PAXS8, En
total el motivo RXPXTH(X)14P se localizd en 111 proteinas (Tabla 1)

En las subunidades del RnACh el motivo RXPXTH(X) 4P se encuentra en la Zona
amino del asa citoplasmica mayor, a solo tres residuos del segmento transmembranal M3 y
antes de las secuencias consenso de fosforilacion. Dependiendo de la especie y del tipo de
receptor (tmuscular o neuronal), el motivo inicia en los residuos 285-355 y finaliza en los
residuos 305-375.

En el caso de las catalasas, el motivo se localizd entre los aminodacidos 131-190
dependiendo la especie. Entre las 20 catalasas en las que se encontrd el motivo no se
encuentra ninguna catalasa vegetal.

Dentro de las catalasas que presentan el motivo, se encuentra la catalasa hepatica de
bovino, la cual ha sido cristalizada y su estructura fridimensional resuelta por difraccién de
rayos X (Murthy et al., 1981), por lo que se utiliz en el presente proyecto como referencia
para proponer una posible estructura general para el motivo RXPXTH(X)14P.

La catalasa hepética de bovino es un tetrdmero (57 kD por inonémero) con una
porfirina IX como grupo prostético, cuya estructura tridimensional ha sido resuelta con una
resolucién de 0.25 nm. En la estructura terciaria de cada mondmero se distinguen cuairo

dominios. E] motivo RXPXTH(X)14P se localiza en la parte media del segundo dominio, en

las zonas comprendidas entre las hélices o 3 y 5. Los primeros cuatro aminoacidos del
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motive (RXPXTH), que son de naturaleza hidrofilica, se encuentran en una zona de $esgo
entre las o~-hélices 3 v 4 (Fig. 2). De acuerdo a Murthy ef al. (1981), esta region de la catalasa
participa enn el contacto proteina-proteina entre monémeros. Las o-hélices 4 vy 5 tienden a
presentar amino4cidos hidrofdbicos en sus estructuras, aunque se reconocen algunos
aminodcidos cargados en las posiciones 8, 9 y 15 del segmento que presenta el motivo. La P
que se encuentra en la parte carboxilo del motivo provoca un cambio en la direccién de la
cadena peptidica de la catalasa entre la o-hélice 4 y la o~hélice 5. La a-hélice 3 hace
contacto con el grupo prostético de la enzima, el cual se localiza 2 nm bajo la superficie de la
proteina. Esta o-hélice forma parte de un canal hidrofébico por el cual el HO; alcanza el
sitio activo de la enzima. |

A muanera de resumen, el motivo RXPXTH(X)1sP en la catalasa estd localizado
uniendo un conjunto de 3 a-hélices, la parte amino terminal estd involﬁcrada en el contacto
entre subunidades y la P final del motivo,en el carboxilo terminal, permite cambios en la
direccioén de la cadena peptidica.

Basados en la informacién que aporta el cristal de la catalasa hepatica’ de bovino, en
el presente proyecto sugerimos que el motivo RXPXTH(X)sP posee caracteristicas
estructurales similares en la catalasa y en los RnACh. Debido a que no se cuenta con
informacién de la estructura tridimensional a alta resolucion de los RnACh, el analisis que a
continuacion se expone; se basa en conceptos vigentes sobre topografia intramembranal de
los RnACh, algoritmos de prediccion de estructura secundaria y en el andlisis detallado de la
estructura primaria de los segmentos que contienen el motivo RXPXTH(X)14P.

Como se menciond anteriormente, en los RnACh la primera regién del motivo
RXPXTH(Xh4P se localiza a 3 residuos de la region transmembranal M3, Con la
informacion de la que disponemos, podemos sugerir que la region M3 del RnACh es
equivalente al a-hélice 3 de la catalasa hepatica bovina, ya que ambas regiones presentan
naturaleza hidrofdbica: el segmento M3 se encuentra inmerso en la membrana y el a-hélice 3
forma parte del canal hidrofébico que conduce el H,O, al sitio activo de la enzima.

Diversos algoritmos de prediccion de estructura secundaria aplicados en las
secuencias de los RnACh, califican los primeros 8-10 aminodcidos de la seccidn amino del
motivo RXPXTH(X)4P mayoritariamente como sesgo (giro ). Esta seccidn es rica en

aminodcidos polares y es donde se ubican los primeros 4 aminoacidos del motivo, es decir 1a
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R, P, T y H. Los aminodcidos posteriores a esta region tienden a ser de naturaleza
hidrofébica v, segin los algoritmos de prediccién de estructura secundaria, adoptan una
conformacién predominantemente o-helicoidal. Es en la mitad de esta parte estructurada
donde se enicuentra la segunda P del motivo. Todas estas caracteristicas coinciden con la
disposicion espacial del motivo en la catalasa hepatica bovina en donde existe un arreglo
similar de aminoicidos polares e hidrofobicos en los extremos amino y carboxilo
respectivamente. El segmento polar con estructura de sesgo de la seccidon amino del motivo
RXPXTH(X)14P en los RnACh podria ser equivalente al segmento de la catalasa hepatica
bovina que conecta las hélices o 3 y 4. Después de este segmento se encuentra una parte
calificada como a-hélice, 1a cual estaria formando el equivalente a las a~-hélices 4 y 5 del
cristal de la catalasa. Estas similitudes entre el motivo de la catalasa hepatica bovina y las
subunidades del RnACh permiten formular la hipdtesis de que la segunda P del motivo
estaria desermpefiando un papel semejante en ambas proteinas, cambiando la direccién de la
cadena polipeptidica y marcando una discontinuidad en la parte helicoidal antes mencionada.

Dentro del bloque de 21 residuos que forman el motivo en las 82 subunidades del
RnACh, existen algunos hallazgos que resultan interesantes. La posicion 8 presenta una M
conservada en las subunidades o y B (excepto en C. elegans) de todos los RnACh musculares
y neuronales (63 subunidades). Entre las subunidades v, s6lo la del pez Torpedo (7.
californica) no presenta dicha M. En el caso de las subunidades 8, la M estuvo ausente en
todas ellas, excepto en la de pollo. De manera interesante, la posicion 8 del motivo
RXPXTH(X)14P es también constante en las 20 catalasas que figuran en la Tabla 1, estando
siempre ocupada por un aminoacido basico (R en 5 catalasas, Ken 14 yHen 1).

La posicion 11 del bloque presenta un W en 61 de las 82 subunidades del RnACh
contenidas en la Tabla 1, con excepcion de una subunida_d, la & del RnACh de pollo, las
subunidades que presentan el W son o y B de los RnACh musculares y neuronales.
Solamente 2 subunidades 3 no conservaron este patron, ambas de la mosca de la fruta (D.
melanogaster).

' La posicion 13 del blogue que forma el motivo es particularmente inieresante, ya que

todas la subunidades de los RnACh musculares y neuronales, excepto las subunidades o de
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D. melanogaster (Q) y de M. persicae (V), presentan un aminodcido basico (49 R,30K y 1
H).

La posicion 16 del bloque presenta una F en 72 de las 82 subunidades de los RnACh
contenidos en la Tabla 1. La subunidad o muscular de C. elegans, las subunidades y de pollo
y de Xenopss, todas las subunidades € consideradas y las subunidades 2 neuronales de H.
sapiens y de R. norvegicus, no la presentan. Sin embargo, es importante notar que la F de 1a .
posicién 19 estd absolutamente conservada en las 20 catalasas que presentaron el motivo.

e ha observado que la seccion de los RnACh en donde se ubica el motivo
RXPXTH(X):1P es importante para el ensamblaje de la estructura pentamérica que
caracteriza a esta clase de receptores-canal (Yu y Hall, 1994). Esta observacion coincide con
el papel asignado, en la catalasa hepética bovina, a los primeros aminoédcidos del motivo, en
donde también se ha mostrado se lleva a cabo el contacto proteina-proteina entre los

monomeros de la enzima.
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Fig 2. Representacién tridimensional del motivo en la catalasa hepatica de bovino. )
Representacion de un mondmero de la catalasa, en el recuadro se muestran las a-hélices
| que contienen el motivo RXPXTH(X),4P. (b) Segmento de la catalasa cristalizada en el que
se muestran las a-hélices que contienen el motivo. Los primeros cuatro aminodcidos del
motivo estdn localizados en la union entre las o-hélices 3 y 4; el quinto aminodcido genera

un sesgo que divide las orhélices 4y 5.

Tabla 1. Alineamiento de secuencias. Se muestran las secuencias de las subunidades del
RnACh, las catalasas y otras proteinas en las que se encontré el motivo RXPXTH(X),4P. Las
subunidades del RnACh estdn enlistadas dependiendo el tipo, muscular o neuronal. Se ha
incluido ademds la especie a la que pertenece cada secuencia ast como la posicién del

moltive.

Subunidades de Tipo muscular del RnACh.

1. Tipo o C. Elegans 319 RTPETHDMGPWTRNLLLYWIP 339
2. Cadena tipo a 1 D. Melanogaster330 RSPVTHRMAPWVQRLFIQILP 350
3. Tipo o M. sexta 330 RSPQTHTMSPWVRRVFIHVLP 350
4. cadena o-L1 8. gregaria 332 REKPSTHEMAPWVREVFIRRLP 352
5. cadena 0-1A X. leavis 321 RSPSTHIMPQWLRRKIFIETIP 341
6. o 2 D. melanocgaster 351 RKPSTHKMRPWIRSFFIKRLP 371
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7.

8.

9, o cadena B.
10.
11.
12,
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

a-18 X.

leavis

Tipo o UNC-38 C. elegans

taurus
o cadena gallus

cadena sapiens

Q

cadena

cadena R. norvegicus

& R

G
H
M. musculus
kR
T

cadena californica

Q

a cadena T. marmorata
o subunidad M. persicae

o subunidad H. contortus

Lig-bind sub O. circumcincta

o subunidad B. rerio
o subunidad H. viriscens
o subunidad A. suum

Tipo PC. elegans

cadenal Tipo B D. melancgaster32é

cadenaz Tipo § D. melanogaster3lé

Tipoc P ACR-3 C. Elegans
Tipo P LEV-1 C. elegans
cadena $§ B. taurus
cadena B H. sapiens
M. musculus
B R.
g T.
P X.
B L.
B H.
p M.
Y B.

cadena

cadena norvegicus

cadena californica

cadena leavie

cadena migratoria

cadena virigscens

cadena gsexta

cadena taurus

cadena v &. gallus

cadena Y H. sapiens

321
347
321
3290
346
321
321
325
325
334
343
129
321
3‘36
259
320

317
328
336
335
335
335
331
326
300
323
le4
33z
333
332

RSPSTHTMPPWVRKIFIETIP
RTPTTHLMPNWVKKVFLKWLP
RSPSTHVMPEWVRKVFIDT I P
RSPSTHTMPPWVRKIFIDTIP
RSPSTHUYMPNWVRKVFIDT I®
RSPSTHIMPEWVRKVFIDTIP
RSPSTHIMPEWVRKVFIDTIP
RSPSTHTMPQWVRKIFIDTIB
RSPSTHTMPQWVRKIFINT IP
RSPVTHKMRPWVVKLFIQILP

RTPTTHLMPKUWVELVFLKWLP
RTPTTHLMPKWVELVFLEWLP
RSPSTHIMPAWVRKIFIDTIP

RSPQTHTMAPWVRRVFIHVLP
RTPTTHRMPEWVKWLFLKFLP
RGPRTHRMPOWVRVVFLQFLP
RGPRTHRMPMYIRSIFLHYLP
RSPSTHNMSRLVRKLFLHFMP
RGPATHIMPNWVKTVFLKFLP
RSPITHRLPPWVRKVFLDILP
RSPETHQMPLWVRQIFIHKLP
RSPSTHOMPLWVRQIFIHKLP
RSPHTHQMPFWVRQIFIHKLP
RSPHTHQMPFWVRQIF IHKLP
RSPNTHTMPNWIRQIFIETLP
RSPNTHHMPOWVKQIFIHYLP
RGPRTHRMPPWIRAVFLYYLP
RGPRTHRMPLWIRSVFLHYLP
RGPRTHRMPLWIRSVFLHYLP
RSPHTHSMARGVRKVFLRLLP
RTPNTHSMSQRVRQVWLHLILP
RSPHTHSMARGVRKVFLRLLP
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341
367
341
340
366
341
341
345
345
354

363
149
341

356
279
340
346
336
337
348
356
355
355
355
351
346
320
343
184
352
353
352
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39.
40.
41.
42.
43,
44.
45,
46.
47.
48,
49.
50.
51.
52.
53.
54,

Subunidades del Tipo Neuronal del RnACh

55.

5e6.

57.

58.

59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.

caderna
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadensa
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena

cadena

cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena
cadeﬁa
cadena
cadena
cadena
cadena
cadena

cadena

=7 - TR < R e T =R« T I e T T

¥omoEom b X 8 omoxmoaw Xo3o® R

o2
oz
o2
az
o2
o3
o3
o3
o3
o3
o3
o3
o3

o4

G.

@ EEF 5 omoEman B &b R

musculus
norvegicus
californica
leavis
faurus
gallus
gapiens
musculus
norvegicus
californica
leavis
taurus
sapiens
musculus
norvegicus

leavis

gallus
sapiens
norvegicus
migratoxria
viriscens
taurus
Auratus
g@llus
sapiens

norvegicus

melanogaster

migratoria
viriscens

gallus

332
332
327

326

335
335
336
339
339
336
338
331
331
331
331
326

330
355
332
3089
326
321
323
322
329
325
331
298
333
328

RSPHTHSMARGVRKLFLRLILP
RSPHTHSMARGVRKVFLRLILP
RTPNTHSLSEKIKHLFLGFLP
RTPNTHSMSSTVRELCLRTVP
RTPSTHVLSEPVKKLFLETLP
RTPSTHVMSDWVRGVFLETI LP
RTPSTHVLSEGVKKLFLETLY
RTPSTHVLSEGVKKFFLETLP
RTPSTHVLSEGVKKFFLETLP
RTPSTHVLSTRVKQIFLEKL P
RTPSTHAISERMKEIFLNKLP
RTPTTHAMSPRLRYVLLELLP
RTPTTHAMSPRLREVLLELLD
RTPTTHATSPRLRQILLELLP
RTPTTHATSPRLRQILLELLP

RTPNTHSMSSTVRELCLRYVP

RSPSTHTMPHWVRSFFLGFIP
RSPSTHETMPHWVRGALLGCVP
RSPSTHNMPNWVRVALLGRVP
RESPSTHRMSPWVEKRVFLHEMP
RKPSTHEMAPWVRKFFITKLP
RTPTETHTMPAWVKTIFLNLLY
RTPMTHTMPSWVRTVFLRALP
RTPKTHTMPVWVRTIFLNLLP
RTPTTHTMPSWVKTIVFLNLLP
RTPTTHTMPTWVKAVFLNLLP
RSPQTHTMAPWVRTVFINQLP
RSPVTHRMRPWVHRLFIQMLP
RSPSTHTMSPWMKKLFLQLMP
RSPRTHTMPDWVRRVFLDIVP
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352
352
347
346
355
355
356
358
359
356
358
351
351
351
381
346

350
375
342
329
346
341
343
342
349
345
351
318
353
348
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69. cadena o4 sapiens

70. caderna 04 norvegicus

71. cadenia O6 gallus

moa omom

v2. cadena o6 sapiens
73. cadena o6 R. morvegicus
74 . Tar-1 T. colubriformis

75 . cadena B2 C. auratus

76. cadena B2 G. gallus
77. cadenia B2 H. sapiens .
78 . cadena B2 R. norvegicus
' 79. cadena PB4 G. gallus

80. cadena P4 H. sapiens

81. cadena P4 R. norvegicus

a2, cadena no-a 0. volvulus

Caralasas

83. Catalasa B. taurus

84. Catalasa B. abortus

85. Catalasa D. melanogaster
86. Catalasa H. sapiens

87. Catalasa M. musculus

88. Catalasa R. norvegicus
89. Caralasa L. sake

90. Catalasa B. subtilis

91. Catalasa C. elegans

92, Catalasa A. suum

93. Catalasa C. jejuni

94 . Caralasa M. extorguens
95 . Catalasa 8. cerevisae type A
96. Catalasa B. primigenius
97. Catalasa C. elegans

98. catalasa P. djamor

99. Catalas'a T. gondii

100. Catalasa (. familiaris
101. Catalasa 8. scrofa
102 . Catalasa M. extorguens

333
338
330
330
330
304
294
317
324
327
302
322
321

RSPRTHTMPTWVRRVFLDIVYP
RSPRTHTMPAWVRRVFL.DIVP
RTPTTHTMPKWVKTVFL SLILP
RTPTTHTMPRWVKTVFL XLLP

RTPATHTMPEWVETMFL QVEP
RTPTTHLMPKWVKLVFL KWLP
REPSTHYMPEWVKCVFLHKLP

RSPTTHTMPPWVRTLFL RKLP
REPTTHTMAPWVKVVFL EXKLP
RSPTTHTMAPWVKVVFL EKLP
RSPSTHTMPPWVKLVFL ERLP
RESPSTHTMAPWVKRCFL.HKLP
RSPSTHTMASWVKECFLHKLP

353
359
350
350
350
324
314
337
344
347
322
342

341

285 RRPSTHRMPIWVKWLFLRILP 305

169
148
168
i70
170
170
148
148
i66
169

146,

131
169
170
166
109
159
170
170
131

RNPQTHLKDPDMVWDFWSLRP
RHPRTHLRSATAMWDFWSLSP
RNPOTHLKDPDMFWDFLTLRF
RNPQTHLKDPDMVWDFWSLREP
RNPQTHLKDPDMVWDFWSLRP
RNPOTHLEKDPDMVWDFWSLCP
RDPRTHARSQDMOWDFWSLSYE
RDPKTHLEKNPTAVWDFWSLSP
RNPOTHLKDPNMIFDFWLHRP
RNPVTELKDPNMMWDFFSLRP
RDPRTHLRSNNAAWDEFWSLCP
RDPRTHLKPHWRRWDEFWSLSP
RNPOTHLRDADMIWDFLTLTP
RNPQTHLEKDPDMVWDEFWSLRP
RNPOQTHMRDPNALFDFWMNRP
RDPQTHLXDADMFWDY LGQNP
RHPQTHLHDPNMVWDFFSLVP
RNPQTHLKDPDMVWDEFWSLRP
RNPQTHLKDPDMVWDFWSLRP
RDPRTHLKPHWRRWDFWSLSP
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189
168
188
1586
180
180
168
168
186
189
166
151
189
120
186
129
179

190

190
151

41



Otras proteirias

103. Pax-8 H. sapiens ' 345 RCPDTHPTSPPADRAAMPPLP 365
104. L9 M. leprae 118 RLPXTHIKAVGTHPVSVHLHP 138
105, L9 M. tuberculosis 118 RLPKTHIKAVGTHFVSVHLHP 138

106. ABC trans (hyp) H. Influenzae 197 RSPETHQTALSAVILPEGNAP 217
107. ‘12. 1 kD retrovirus H. Sapiens 23 RAPLTHRMNKMVTSEEQMKILP 43

108. C40C9.2. C. elegans 340 RKPETHEMSPFLRELLLIWLP 360
109, TO5C12.2. C. elegans 304 RKPETHEMSPTMRKIFIDWLYP 324
110. 20.7 kD E. coli 175 RPPPTHAPMMVAMTLLAAVAP 195

111. =p140 Alcelaphine herpesvirus .
227 RIPYTHVVRFIDRWEIRVRVP 247

Proteinas de fusién

Mediante la técnica de PCR recursivo, se sintetizaron los fragmentos de DNA
correspondientes a la secuencia que codifica el motivo RXPXTH(X)14P, mas 23 residuos
hacia el amino y 15 hacia el carboxilo de la subunidad o muscular de ratén y de la catalasa
hepatica de bovino. Cada fragmento constd de 177 bases con codones preferentes paré E.
coli. Una vez obtenidos los fragmentos se clonaron exitosamente en el plasmido pGEX-3X
en los sitios EcoRI 'y BamHI respectivamente.

Las clonas de interés fueron aisladas mediante hibridizacidbn en colonia vy
secuenciadas manualmente. Se realizaron purificaciones de DNA en gran escala y se
transformaron bacterias E. coli DH5a. Se realizaron cultivos bacterianos durante 2 horas, a
30° C con 0.1 pM de IPTG en el medio. Ei. cultivo celular fue sonicado y la proteina de
fusién purificada mediante columnas de agarosa-glutation. La fraccion eluida fue recuperada
y la presencia del péptido fue corroborada en geles de acrilamida.

Desafoﬁunadamente, no fué posible el aislamiento de las proteinas de fusién
producidas, debido a problemas propios de la técnica. En el caso de la proteina de fusion
GST-nAChmotif, la elucién de la columna no fué exitosa, ya que al analizar los geles de
acrilamida, la banda con el peso molecular de la proteina de fusion se encontré en todos los
pasos del proceso, pero no en la elucién. Consideremos que debido a alguna propiedad
intrinseca de la proteina, esta permanecia unida a la columna a‘n después de la elucién con

glutatién reducido. La proteina de fusién GST-catalasamotif, no fue encontrada en los pasos
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siguientes a la sonicacion del pellet bacteriano, lo que sugiere la existencia de un fenémeno
de compartamentalizacion, por lo que al pasar a través de la columna de agarosa~glutation, la

proteinano se unid a esta, perdiéndose en los lavados.

Deleciones del motivo RXPXTH(X) 4P
Delecién de la P final del motivo en la subunidad o2 de rata (024352)

Mediante la técnica de PCR se logré la delecion de la P ﬁnal del motivo. La
secuencia fué corrocborada mediante secuenciacion manual con 32p_ El DNA fué purificado
mediante una preparacion a gran escala. Posteriormente se realizd una transcripeion in vitro
para obtener el RNAm, el cual fué inyectado en ovocitos de Xemopus. L.a proporcion
inyectada de o2 (AP352) y B2 silvestre (wt) fué 1:1, Se registraron las corrientes producidas
por acetilcolina mediante fijacion de voltaje con dos electrodos. No se encontré ningiin
cambio significativo en la cinética ni en la amplitud de la corriente producida por el ligando
en el receptor mutante respecto al receptor control (a2wip4wt, 1:1)(Fig. 3 A). Para analizar
la relacidén corriente-voltaje del receptor mutado se aplicod un protocolo de pulso cuadrados
desde ~140 mV hasta 40 mV con incrementos de +20 mV. No se observé ningtn cambio en
la dependencia de voltaje de la corriente en el receptor mutado respecto al control (Fig 3 B).

En otra serie de experimentos se inyectaron diferentes proporcibnes de la subunidad
mutada y de la subunidad silvestre, con el fin de observar si existia algun efecto sumatorio de
la corriente producida al ensamblarse el receptor mutant y el receptor normal, o si podria
ocurrir algun fendémeno de desplazamiento que hablara de una mayor afinida por la
subunidad wt que por la mutada. Se analizd la corriente total producida por cada
combinacién y se comparé conla corriente del receptor control. No se encontré ningtn
cambio significativo al comparar las proporciones 1:1 de a2P4 vs 02(AP352)B4, o 1:1:1,
0.5:0.5:1, 1:2:1 de o2: a2(AP352): B4 vs a2f4. Sin embargo él inyectar una proporcion
0.2:0.8:1 de a2: a2(AP352). B4 se encontrd una disminucion significativa de la amplitud de
la corriente respecto a las demds combinaciones. Este dato es dificil de interpretar ya que se
muestra lIa corriente no normalizada, lo que podria enmascarar un problgma en el tamafio del

ovocito y no reflejar una medida del ensamblaje del receptor (Fig 4).
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B)

- Figura 3. Efecto de la delecion de la P final del motivo en la subunidad oy 4) Curva
dosis-respuesta de la corriente producida por concentraciones crecientes de ACh en el

receptor mutado y en el control. B) Curva I-V del receptor mutado y del control.
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Figura 4. Inyeccién de diferentes proporciones de subunidad mutada:subunidad
silvestre. Se inyectaron diferentes proporciones de subunidades mutadas a2(4352) y
@2(4332-352) con B4 wt. La grdfica muestra la corriente total producida por 100 uM de
ACh en el bario. .

Delecion del motivo en a2 (a2 A332-352)
La expresién del receptor formado por las subunidades a2(A332-352) y B4 en
ovocitos no produjo ninguna corriente detectable al aplicar en la perfusion acetilcolina o

nicotina (Fig 4, Fig 5).

Delecién del motivo en 4 (A321-341)
El receptor mutante, resultante de la inyeccion de las subunidades o2 y B4(A321-

341), no produjo ninguna corriente detectable al aplicar en la perfusion acetilcolina o nicotina

(Fig 5)

Delecién de seis aminodcidos del motivo en 4 (p44321-326)
La inyeccion de la subunidad o2 y la subunidad mutada B4(A321-326) produjo un

receptor mutante en el que se observaron caracteristicas interesantes. La respuesta de este
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receptor a la exposicion de ACh 100 pM fuc sélo un 0.45% de la respuesta producida por el
receptor cx2P4 al ser expuesto a la misma concentracién de agonista. El mismo
comportamiento fué observado cuando se aplicd nicotina (Fig 5). Con el fin de observar el
comportamiento de la corriente al variar el potencial de membrana se aplicd un protocolo de
pulsos cuadrados desde —140 mV hasta +40 mV con pulsos despolarizantes de 20 mV, sobre
la corriente evocada por ACh 100 uM (Fig 6). En el receptor a2B4(A321-326) se observd un
cambio en el comportamiento de la corriente a los voltajes hiperpolarizados desde -70 mV, lo
que pone de manifiesto un cambio en las propiedades de conductividad del canal mutante
respecto al control. Es interesante notar que a voltajes mayores a —70mV, el comportamiento
de ambos receptores es similar.

Al exponer al receptor mutado a concentraciones crecientes de ACh, se observd la
presencia de corrientes detectables a concentraciones mas bajas de ACh que en el receptor
~ control, lo que podria indicar un cambio en la afinidad del receptor por su ligando. Como se
mencioné anteriormente, la exposicién del receptor mutado a ACh 160 uM produjo una
corriente que representa sélo un 0.45% de la corriente producida por la misma concentracion
de agonista en el receptor control. Este dato tiene al menos dos posibles interpretaciones: una
menor cantidad de receptores presentes en la superficie del ovocito o una alteracién de las
propiedades del canal. El cambio de pendiente de la relacion I-V y el desplazamiento de la
curva dosis-respuesta hacia la derecha, nos inclina a pensar en un cambio en las propiedades
del receptor al eliminar los 6 aminoécidos iniciales del motivo, sin embargo, se requieren

més experimentos para explicar con certeza estos hallazgos.’
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Figura 5. Resumen de las corrientes producidas por ACh 100 puM en ovocitos
inyectados con subunidades mutadas o silvestre. Las columnas muestran el promedio de la
amplititd de la corrviente (+ESM) en 10-18 ovocitos (tres o cuatro donadores). En la parte
superior se muestran las corrientes evocadas por acetilcolina 100 uM o nicotina 100 uM en

ovocitos expresando 24, a2(A352)p4y a2 B4(A321-326).
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Figura 6. Efecto de la d_eleci(')n de los 6 aminoacidos iniciales del motive RXPXTH(X)1.P
en la subunidad B4. 4) Relacion I-V en el receptor a2p4 y a2f4(A321-326). Se aplicé un
protocolo de pulsos cuadrados despolarizantes desde —140 mV hasta +40 mV a la corviente
producida por la aplicacion de ACh 100 puM. B) Curva dosis-respuesta a ACh de los
receptores 024 (¢) y a24(A321-326) (o).

DISCUSION
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Mucho es lo que sabemos actualmente de las diferentes subunidades del RnACh. Se
conoce la estructura primaria de las diversas subunidades y a grandes rasgos las dimensiones,
parte de la estructura secundaria de los diferentes dominios incluyendo el transmembranal, el
plegamiento de las regiones transmembranales y la estructura 'y posicion de las
modificaciones post-transcripcionales. Se tiene una idea clara de la estructura terciara de los
sitios de unién de agonistas y antagonistas, del poro del canal y del drea que otorga .
selectividad. Se conoce la estructura cuaternaria asi como el arreglo pseudosimétrico de las
diferentes subunidades alrededor del eje central. Pero, qué no se conoce? No se conoce
mucho acerca de la estructura y funcién de los dominios extramembranales (mas allé de los
sitios de union del ligando, que son regiones muy pequefias y cercanas a la membrana). No se
conocen los detalles estructurales de los sitios de unién ni los cambios conformacionales -
involucrados en la apertura del canal que sigue a la uni6n del ligando. No se saben las bases
estructurales que confieren las diferencias entre agonistas y antagonistas y, no se conoce la
estructura v funcién de los dominios de las subunidades, que no estin involucrados en la
unién del ligando. En resumen, podriamos decir que lo que se piensa del receptor es mucho
més de lo que se conoce con certeza y que, en ausencia de informacién estructural con
resolucion atomica, los datos existentes permiten proponer modelos estructurales posibles
pero hipotéticos.

El presente trabajo propone el uso de abordajes distintos para inferir la posible
estructura de una region de las subunidades del RnACh, de la que se tiene poca informacion
estructural. Con el acceso practicamente ilimitado que se tiene en la actualidad a los bancos
de datos, es posible hacer uso de esa informacion para inferir la posible estructura de las
proteinas. La .descripcién de motivos conservados en la naturaleza indica que existen
semejanzas estructurales entre las diferentes secuencias de aminoacidos a las que llamamos
proteinas.

La secuencia completa de aminoacidos de las subunidades del RnACh ha estado .
disponible por casi dos décadas, junto con datos de la estructura tridimensional provenientes
de microscopia electronica de baja resolucion. Actualmente se tiene mucha informacién de la
organizacion funcional del RnACh proveniente de experimentos de mutagénesis y otras

técnicas como marcaje por afinidad, por lo que la idea de utilizar esta informacion para
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realizar cornyparaciones estructurales con otras proteinas del banco de datos, ha sido tomada
cada dfa més en serio.

Tsigelny ef a., (1997) realizé el modelaje de los dominios extracelulares de algunas
subunidades del RnACh utilizando la homologia en secuencia que encontrd en proteinas qﬁe
unen cobre como la plastocianina y la pseudoazurina, de las cuales se conocia la estructura
cristalografica. Las secuencias entre los residuos 31 y 164 de la subunidad o y los residuos
correspondientes en otras subunidades homoélogas del receptor mostraron simulitud con la
secuencia que forma el sitio de unidn de union del cobre en la plastocianina y pseudoazurina.
En otro esfuerzo por proponer una estructura tridimensional para el dominio N-terrninéi del
RnACh, Corringer er al (2000) realizaron un modelaje del plegamiento basados en la
inmunoglobulina. Atn cuando ellos no comparan secuencias, su hipdtesis muestra la idea de
utilizar la informacién existenie proveniente de otras proteinas de las que se tiene mas
informacion.

El presente trabajo en un esfuerzo por proponer una posible estructura tridimensional
de un 4rea muy particular en las subunidades del receptor nicotinico. Para este fin se
utilizaron dos abordajes: el andlisis de secuencias y estructuras, y la mutagénesis dirigida.
Mediante el analisis de secuencias se encontrd la existencia de un motivo conservado en el
receptor nicotinico y en la catalasa. Las similitudes a nivel de estructura primaria y
secundaria de ambos motivos, inevitablemente proponen la posible similitud en la estructura
tridimensional, que ha sido resuelta en el caso de la catalasa y a la que se le asigna un papel
importante en la estabilizacién de la estructura cuaternaria de la prdteina.

Para investigar la posible importancia funcional de este motivo en el RnACh, se
realizaron diferentes “deleciones” en la secuencia de las subunidades a2 y B4. Por medio de
esta técnica se demostrd que la manipulacion de dicho motivo en la subunidades del receptor
afecta la respuesta a ACh del receptor y quizé su ensamblaje. En 1994, Yu y Hall realizaron
deleciones de segmentos de 8 a 13 d4minoacidos del asa citoplasmica mayor en la subunidad
o. de ratén éara determinar por medio de ensayos de union la capacidad de las subunidades
mutadas para formar RnACh al ser co-expresadas con subunidades no-mutadas B, § ye. La
subunidad o en la que se eliminaron los aminodcidos 323-332 (entre los que se encuentran
Jos aminoécidos iniciales del motivo aqui descrito), produjo solo un 27% de receptores

ensamblados respecto al 100% producido por la subunidad no-mutada. Sin embargo,
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deleciones <le segmentos cercanos a la regién carboxilo-terminal del asa citoplasmica
producen un. efecto mas drstico en el ensamblaje permitiendo sélo un 1% de ensamblaje. Si
bien los awtores muesiran la importancia del asa citoplismica mayor en el proceso de
ensamblaje <lel RnACh, se requieren experiméntos mas detallados para determinar el papel
del motivo aqui descrito en el proceso de ensamblaje.

Una funcion bien conocida del asa citoplasmica mayor es mediar la unién del RnACh
al citoesqueleto. La acumulacién de RnACh es una caracteristica distintiva de las membranas
postsindpticas en la union neuromuscular y se cree es debida a la interaccién del receptor con
proteinas del citoesqueleto (Froehner, 1999; Hall y Sanes, 1993). Una de esas proteinas es la
rapsina, también llamada 43 kDa, la cual es una proteina intracelular periférica de membrana,
colocalizada con los RnACh de manera equimolar y esencial para la acumulacién de los
receptores en la postsinapsis (Burden et al., 1983; LaRochalle y Froehner, 1990). Los ratones
mutantes en los cuales se interrumpe el gen de la rapsina, mueren dentro de las primeras
horas después del nacimiento debido a defectos en la unién neuromuscular incluyendo la
pérdida de los “parches” de RnACh en la membrana. (Gautam et al, 1995). Estudios de
mutagénesis en la rapsina sugieren que la regién N-terminal dirige la unién de la proteing a la
membrana y que un motivo “coiled coil” o de cilindro, media la asociacidén con el RnACh
(Ramarao and Cohen, 1998; Phillips ef al, 1991).

Qi bien se conocen los dominios funcionales de la rapsina, poco se sabe de los sitios
en el RnACh responsables de la unién con esta proteina. Se ha propuesto que la rapsina
intefactﬁa con el receptor a través de los dominios intracelulares de este (Bloch y Froehner, .
1987; Toyoshima y Unwin, 1988). En experimentos en los que se co-expresan la rapsina y
subunidades o de ratén del ReACh truncadas o con “deleciones”, se mostré que la ausencia
de algunas regiones en el asa citopldsmica mayor, disminuye la habilidad de las subunidades

" para colocalizarse con la rapsina en parches en la membrana. La eliminacion de los
aminoacidos 307-355 o 307-403 disminuye aproximadamente un 60% la colocalizacion de la -
rapsina y la subunidad o en fibroblastos QT6 (Maimone y Enigk, 1999). Este dato sugiere
que esa region podria estar mediando la unién de la rapsina con las subunidades del RnACh.
Cabe sefialar que en la subunidad o de ratén, el motivo RXPXTH(X)14P se encuentra entre
los aminoacidos 321-341, por lo que la posibilidad de que esta region este involucrada en la

unién proteina-proteina se fortalece.
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La idea de que un pequefio cambio en una regién particular de un mondmero puede
afectar el comportamiento de toda una proteina ha sido demostrada una y otra vez en
proteinas coIno las enzimas, los receptores-canal y los receptores metabotrGpicos. Esta y
otras caracteristicas han sido descritas en el fendomeno del alosterismo. Varias propiedades de
los RnACh permiten describirlos como una clase especial de proteinas alostéricas (Galzi y
Changeux, 1994). Por ejemplo: a) la unién del ligando y la apertura del canal son fenomenos
cooperativos, lo que significa que se requieren dos moléculas de ligando wuniéndose en
lugares distintos del receptor para producir un cambio estructural que permita la apertura del
canal. b) Los dominios funcionales del receptor son regiones alejadas dentro de la proteina
que interacttian indirectamente a través de cambios conformacionales. ¢) El RnACh se
compone de mas de una cadena polipeptidica, lo cual es un requisito indispensable para la
regulacién alostérica. d) Finalmente, el receptor existe en al menos tres estados funcionales:
reposo, activo y desensibilizado. Estas caracteristicas podrian ser la clave para explicar que
deleciones de un aminoécido en el motivo aqui descrito pudieran afectar el ensamblaje del
receptor, la unién del ligando, las propiedades del canal o la unién al citoesqueleto, como se
ha demostrado mediante ofros estudios de mutagénesis en el poro del canal v los sitios de

union al ligando.
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PERSPECTIVAS

Es claro que se requieren una serie de estudios encaminados a deterrminar de manera
concluyente si la estructura tridimensional del motivo RXPXTH(X)iP en el RnACh
corresponde 2 aquella del motivo de la catalaéa y, si este motivo es necesario en el proceso de
ensamblaje del receptor o en la unién a proteinas del citoesqueleto. Con el fin de determinar
si ambas estructuras tridimensionales son semejantes, los péptidos cocliﬁcadbs en las
proteinas de fusion descritas en este trabajo seran de gran ayuda para resolver la estructura
por cristalografia de rayos X o mediante Ja técnica de RMN. De la obtencién de la estructura
tridimensional del motivo en el RnACh y en la catalasa, emergeran cioé posibilidades: 1) el
motivo en ambas protefnas posce la misma estructura, o, 2) el motivo en el RnACh no es
semejante al motivo en la catalasa. Si bien el presente trabajo sustenta la idea de que la
estructura del motivo serd la misma en ambas proteinas, la resolucion de la estructura per se
- aportard nueva informacion de esta region del receptor de la que hasta la fecha se conoce

muy poco.
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of nicotinic acetylcholine receptors and catalases

Consuelo Morgado-Vallei, Jesas Garciﬁ—(}olungal, Ricardo Miledi'?

. 8 ~ *
and Mauricio Diaz-Muifioz'

'Centro de Neurobiologia, Uiniversidad Nacional Autdnoma de México, Campus Juriquiila, Apartado Postal 1-1141, Furiquilla,

Quenitare 76001, México

2L aboratory of Cellular and Molecular Neurobiology, Department of Neurobiology and Behavior, University of California, Irvine,

CA 92697-4550, US4

A motif containing five conserved amino acids (RXPXTH(X),P) was detected in H1 proteins, including
82 nicotinic acetylcholine receptor {nAChR) subunits and 20 catalases. To explore possible functional
roles of this motif in nAChRs two approaches were used: first, the motif sequences in nnAChR subunits
and catalases were analysed and compared; and, second, deletions in the rat a2 and B4 nAChHR subunits
expressed in JAenafius cocytes were analysed. Compared to the three-dimensional structure of bovine
hepatic catalase, structural coincidences were found in the motif of catalases and nAChRs. On the other
hand, partial deletions of the motif in the a2 or P4 subunits and injection of the mutants into cocytes was
followed by a very weak expression of functional nAChRs; oocytes injected with a2 and B4 subunits in
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which the entire motif had been deleted failed to ¢licit any acetylcholine currents. The results suggest that
the motif may play a role in the activation of nAChRs.

Keywords: motif; nicotinic acetylcholine receptor; catalase; assembly; main cytoplasmic loop;

Xenopus oocytes

1. INTRODUCTION

The nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) is the
prototype of a superfamily of ligand-gated ion channels
that includes y-amino butyric acid (GABA) types A and
p, glycine and serotonin type 3 receptors (Karlin &
Akabas 1995; Hucho et al. 1996). The nAChRs are multi-
subunit proteins in which five subunits are arranged to
form a central ion channel; they are widely distributed
throughout the peripheral and central nervous systems of
both vertebrates and invertebrates. The topology of the
nAChR comprises three parts (Mishina ef al. 1985): the
extracellular region that includes most of the surface of

the receptor and contains the glycosylation and ligand-

binding sites (Gehle & Sumikawa 1991 Nowak et al,
1995); four transmembrane regions, MI1-M4 (Noda ¢f al.
1983), with M2 being the most likely to form the ionic
pore (Galzi et al, 1992; Lindstrom et al. 1998); and the
iniracellular regions, formed mainly by the loop
connecting the M3 and M4 transmembrane segments,
which is where the sites of phosphorylation and the
contact with the 43 kD protein are Jocated (Mitra ef al.
1989; Wagner ¢f of, 199]; Nishizaki & Sumikawa 1998).

An initia] search for patterns of conserved amino-acid .

residues associated with phosphorylation sites in a set of
ligand-gated - receptors, including nAChRs, -GABA,
glycine: and. glutamate receptors was done using the
* program MOTIE (Smith ef a/. 1990). In this program, a

rangement of two or more amino acids
ytein and a ‘motif’ is'a pattern that
in a group of proteins! A ‘block’ isa
‘sequence segments containing a
n to several nAChR subunits but =

- (1) o2( A%,

not present in GABA, glycine and gliamate receptors
was detected, Subsequently, the search was extended into
the Swiss-Prot and Trembl Protein data banks and a total
of 111 different proteins were found to contain the
RXPXTH(X),,P motif, conserved entirely and with no
gaps.

This paper explores sequence similarities between
nAChR: subunits and catalases, and speculates on the
possible functional roles of the motif in the rat &2 and B4
nAChRs.

2. METHODS

(a) Motif quest

A FASTA search through the Swiss-Prot and Trembl
data banks was made using the amino-acid pattern
RXPXTH{X),P, in which the Xs represent unspecified amino
acids. The same query was made in the PDBSTR. datzbase,
searching for crystallized proteins containing this motif.

(b) Construction of mutated ¢DNAs

The ¢<DNAs of rat 2 and B4 nicotinic subunits were used as
templates to delete the motif completely or partially by poly-
merase chain reaction (PCR} amplification (figure 1); four

'mutants were constructed.

(i) 02{A332-352) :
The 21 amino acids RSPSTHNMPNWVRVALLGRVP of

the wild-type o2 subunit were deleted using the oligorucieotides

-GTGGTGTACATTGAG-3 and 5-AGGIGCCTGATGATG-3',

Thesecond P of the motif in the u2 subunit was ldélen‘zd
g 5-CACCCGGCCTAGCAG-3! and 5"AGGTGGCTGAT- (0%
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RXPXTHXXXXXXXXXXXXXXP

rat o2 wild-type

327 LNVHARSPSTHNMPNWVRVALLGRVPRWLMM 357

rat 2 (A332-352)

rat 02 (A352)

rat B4 wild-type

316 LN VHHRSPSTHTMASWVEECFLHEKLPTFLFM 346

rat 34 (A321-341)

rat P4 (A321-326)

Figure 1. Amino-acid sequences of the motif and deleted regions in'the a2« and B4-subunits, Sequences are shown in the one-
letter code and the white blocks show the amino acids deleted in each subunit.

(i) [4(A821-34])

The 21 amino acids RSPSTHTMASWVEECFLHKLP of
the wild-type P4 subunit were deleted using 3'-GTGGTGCA-
CATTGAGGAC-3 and 5-ACCTTCCTCTTCATGAAG-3.

(iv) pe(A821--326)

The six amino acids RSPSTH of the wild-type B4 subunit
were deleted using 5'-GTGGTGCACATTGAGGAC-3 and 5'-
ACCATGGCATCCTGGGTC-3"

PCR products were subcloned into pBSKS(~), using
EcoRI-HindIIl sites for the deleted o2-subunits or EcoRI-
Xhol for the deleted f4-subunits. Mutants identified by dideoxy
sequencing were linearized with HindIII or Xhol and used as
transcription templates.

(€) In vitro transcription and cocyte injection

Fn vitro wranscriptions were carried out using i0pg of linear-
ized DNA and the following RNA pelymerases: SP6 for the
wild-type «2-subunit; T3 for the wild-type P4-subunit; and T7
for the deleted subunits, all in the presence of the cap analogue
diguanosine triphosphate. Synthesized RNAs were recovered as
deseribed previousty {Garcia-Colunga & Miledi 1995) and
dissolved in sterile water for injection into Xenopus oocytes.

The preparation of the vocytes and the injection procedures
have been described previously (Kusano ef ol 1982, Sumikawa
& Miledi 1989). Briefly, Xenopus laevis oocytes were isolated
and maintained at 16-18°C in Barth’s solution (88 mM NaCl,
1M KCl,0.33 mM Ca(NOyg),, 041 mM CaCly, 0.82 mM MgSO.},
24 mM NaHCO3, 5 mM Hepes; pH = 7.4) containing 0.1 mg ml '
gentamicin sulphate. The next day the oocytes were injected
with 50 ng of the mixture of RNA encoding different combina-
tions of wild-type and/or mutated «2- and P4-subunits in a 11}
ratio. Two days later the oocytes were treated with collagenase
(140 units m1 ™%, Sigma, St Louis, MO, USA, type I) for 15-30 min
to remove the envelopmg follicular cells (Miledi & Woodward
§989)

(d) Electrophyszology ‘
e Membranc curxcnts were recorded thrcc 1o seven days aftcr
e 'on usmg a voltage clamp techmque,- wlth two mlCTQ-

S od, Olml) andl' ‘
¢ (20-24°). with

. Synapse

- Y|

Figure 2. Putative membrane organization of an o subunit of
a nicotinic acetylcholine receptor. Major featuresinclude
ligand-binding (ACh) sites in the large extracellular segment,
four transmembrane segments (roman numerals) and a large
intracellular segment. The locations of the RXPXTH(X), P
meotif, the phosphorylation sites (P) and a structure known as
the amphypathic helix (AR) are also shown.

1.8mMCaCly, 5mM Hepes; pH=74); the tegt drugs were
diluted in the perfusing sclution and applied at a flow rate of
5-7 malmin L

3. RESULTS

(a} Analysis of sequences

Our search for the motif RXPXTH(X),P in the
Swiss-Prot and Trembl Protein Data Banks found a total
of 111 different proteins containing this muotif. Analyses of
these sequences indicated that 82 of them corresponnded
to nAChR subunits, including subunits of muscle and
neuronal types from different phyla (details of the
sequences are shown in figure Al in electronic Appendix
A, available on The Royal Society’s Web site). The
RXPXTH(X) P motif was located in the M3— M4
intracellular loop, between the M3  transmembrane
segment and the phosphorylation sites (figure 2),

The RXPXTH(X),P motif was also found in 20
mainly microbial and mammalian catalases, in ‘the
ribosomal’ protein- L9 from Mycobacterium lprae and
M. tuberculosis, in the human transcriptlonal factor Pax—-8
and in capsid proteins of the herpes virus (figure AI).

. Thie crystallized structure of the bovine (Bos taurus)

: hver catalase, which contains the motif, was detected

using the PDBSTR database. This crystal was then

" ¢considered as a three-dimensional reference for the rest of

-

2]
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Figure 3. Three-dimensional representation of the motif in the crystallized hepatic bovine catalase. {a) Catalase monomer,
w-helices are represented by cylinders and f-sheets by arrows. In the inset are the three a-helices containing the RXPXTH(X),,P
motif. Cis the carboxy and N the amino terminal of the protein. () Amplification of the inset showing a ribbon diagram of the
section of the erystal structure of the bovine hepatic catalase containing the motf. The o-helix 3, which is equivalent 1o the
transmembrane segment 3 (M3) in the nicotinic receptor subunits, is depicted. The amino acids forming the motif
(RXPXTH(X)),P) are shown in bold. COOH and NH, are the carboxy and amino extremities of the section of the protein
where the motif is localized. The first four amino acids of the motif are located in the link between a-helices 3 and 4; the fifth one

generates the bend that divides d-helices 4 and 3.

the proteins containing the RXPXTH(X),P motif.
The bovine hepatic catalase is a tetramer {57kD per
monomer) with protoporphyrin IX as a prostetic group.
Its three-dimensional structure has been resolved at
0.25nm, allowing the identification of four domains
(Murthy et al. 1981). The RXPXTH(X), ,P motif is
located in the second domain, between a-helices 3 and 5
(figure 3). The first four amino acids forming the motif
are located in a P-turn segment connecting o-helices 3

and 4. As is usual for B-turn structures, these four amino

acids are hydrophilic. The fifth amino acid of the motif,
the second P, is located 14 amino acids towards the
carboxy terminus, in a punctual bend of the peptide
structure that separates o-helices 4 and 5 (figure 3). The
amino acids in the B-turn between o-helices 3 and 4
participate in the stabilization of the quaternary structure
of bovine catalase, and it appears that the first four amino
acids of the RXPXTH(X),P motif are engaged in
protein—protein contact (Murthy et al. 1981). Therefore,
the conserved amino acids of the RXPXTH(X) P motif
are found in sections that link a-helices: the first four in'a
B-turn connecting ®-helices 3 and 4, and the fifth gener-
ating a bend in the middlie of a helical segment,

(b) Effects of motif nmrutations on nAChR function
The possible functional role of the motif in the rat o2
and B4 nAChR subunits was explored by expressing wild-
type subunits in combination with deleted nAChR sub-
units in Xenopus oocytes and examining their response to
acetylcholine. In non-injected oocytes no currents were
clicited? by. either. acetylcholine, (100 uM). or nicotine
(100 ;.lM) Oocytes- injected with a mixture of RNAs
encoding the wild-type o2- and B4 subunits responded to
acetylchohne with -an: inward: current . (acetylcholine

current); whose 'amphtude depended on thé acetylchaline -

} concentratmn - With» 100 pM: acetylcholine * the * mean
! was, 6.53 :i: 0.35 }.lA (12 oocytcs,

three donors) (figure 4). In cocytes injected with RNAs
encoding the «2{A332-352) and wild-type B4-subunits,
in a2 1l ratio, no detectable membrane currents were
elicited by either acetylcholine or nicotine (I8 oocytes,
four donors). Similar results were obtained when the
B4(A321-341) subunit, in which the motif was totally
deleted, was co-injected with the wild-type ¢2-subunit (15
pocytes, four donors) {figure 4).

According to the crystal structure of bovine catalase,
two sections can be distinguished in the segment where
the motif is located: the initial four amino acids of the
motif (RXPXTH) with a predicted B-turn connecting
two o-helices; and the second P that confers a punctual
bend within a large u-helix, Since oocytes injected with
mutant &2- or B4-subunits in which the entire motif had
been deleted showed no respomse to acetylcholine, we
decided to delete these two motif sections separately.

Deletions of the second P of the motifin the 22-subunit
(«2{A352)) and the six aminc acids containing the first
section of the motif in the B4-subunit {f4{A321-326))
were constructed (figure 1). Oocytes injected with RNAs
encoding the mutant 92(A352) and the wild-type $4-
subunits {in a L1 ratio) still generated acetylcholine
currems, but these were much smaller than those
obtained in oocytes injected with the wild-type o2~ and
B4-subunits, The mean amplitude of the current elicited
by 100 pM acetylcholine was 2.1 £0.14pA (ten oocytes,
three donors) (figure 4).

Oocytes injected with the wild-type 62~ and the
P4(A321-326)-subunits generated even smaller acetyl-
choline currents than cocytes expressing the a2 { A352)-

and wild-type B4-receptors. The mean amplitude of the

current “elicited by 100uM ' acetylcholine in  oocytes
expressing wﬂd—type a2 and B4(A321-326) nAChRs was
20447 nA; which represents only 0.45% of the mean
acetylcholine current generated by oocytes expressing the
wzld-type o2 and ;34‘ nAChRs :
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o2p4 w2(A352)p4 a2Pa(A321-326)
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02B4(A321-341)

Figure 4. Currents elicited by acetylcholine in oocytes injected with wild-type or mutant nACHR subunits. (@) Columns show
the mean amplitudes of the currents (£s.e.m.) evoked by 100 uM acetylcholme in 10-18 cocytes (three or four doners),

(#) Membrane currents evoked by 100 M acetylcholine or 100 pM nicotine in cocytes expressing wild-type or mutant nAChHRs.
The calibration bar represents 2 4A for the left-hand and middle traces and 100 nA for the right-hand traces. Thedrugs were

applied during the tdme indjcated by 10 mV puises. The oocytes were held at

Sample acetylcholine currents elicited by acetylcholine
and nicotine in oocytes expressing wild-type a2 and B4
or mutant receptors are illustrated in figure 4. The ampli-
tudes of the agonist-induced currents decreased in the
order u2-f4 > a2{A352)-B4 > 02-B4{A321-326) and the
decay of the current during prolonged applications of
acetylcholine, due to nAChR desensitization, was fairly
similar for all three combinations of receptors expressed.
Furthermore, the currents evoked by nicotine had larger
amplitudes, faster desensitizations and slower recoveries
than acetylchohne currents.

Since it has been reported that a smgle mutation in the
neuronal o7 nAChR converts serotonin from an antago-
nist into an agonist (Palma ef al. 1996, 1997), we briefly
tested some acetylcholine-receptor antagonists to explore
the possibility that these drugs were acting as agonists on
the mutated nAChRs. No detectable membrane currents
were elicited by the nicotinic antagonists hexamethonium
(ImM), tetraethylammonium (ImM) or (+)-tubo-
curarine {100 pM) on oocytes injected with any of the
four mutant nAChRs.

4, DISCUSSION

Databases of protein sequences and. structures have
expanded rapidly and have revealed that many protein
sequences adopt the same general folds. Structure deter-
minations suggest. that most of the new structures
comprise motifs or domains that have been identified in
other, often functaonally different, proteins. This fact indi-
*cates that there is. fundamcntal redundancy in protein
. structiires, (Sah ¢ als 1990; Sali" & Kuriyan 1999). The
cstxon then a.nses, 1s ;t posmble to infer protem struc-
‘available in: sequences

—60mV.

We detected 2 five-amino-acid motif in a2 N-amino-
acid segment of two major families of unrelated proteins:
nAChRs and catalases. The motif seemns 1o be located in
regions that connect structured sections of the protein,
usually o-helices, which together could form 2 domain.
Some insight on the probable three-dimensional conform-
ation of this segment was derived from the crystal struc-
ture of bovine hepatic catalase. Based on this, the domain
would encompass 2 set of three o-helices, the first two
being joined by a B-turn formed by six amino acids, four
of which are part of the motif. The second and  third
a-helices are almost continuous except for a bend gener-
ated by the fifth amino acid, the second P of the motif. In
nAChRs the initial section of the motif could connect two
a-helices, as in the bovine catalase. These a-helices wwould
be the one forming the M3 transmembrane regionn and
the one situated towards the phosphorylation sites. This
second o-helix would have a bend preduced by the
second P.

Additional coincidences angment the comesponndence
between the segments containing the motifin the catalase
and those in the nAChR subunits:

(i) In nAChR subunits and catalases, the NH, section
of the motif occurs immediately after hydrophobic
domains: the transmembrane segment M3 in
nAChR subunits and o-helix 3 in catalases. It has
been recognized that o-helix 3 is partof 2 ‘hydro-
phobic channel’ that allows the substrate (H,(Op) to

.. reach the active sxte of the enzyme {Murthy et al.
L1981 i

(u) Sccondary—structur ; "predxctzon pmgrams (Chou-~

Fasman, MPredict) applied to nAChR sibunits place

the B-turn in the first four; Amino acids of the motif

) ‘_c;des with the crystal
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structure of bovine hepatic catalase (figure 3). The
next section towards the carboxy terminus was
considered by the prediction programs to be a struc-
tured segment, mostly o-helix. In the nAChR
subunits, that segment would correspond to a-helix 4
of the bovine hepatic catalase,

(i) Hydrophobicity analyses indicate that the initial
section of the motif, containing the B-turn, is hydro-
philic in all nAChR subunits and catalases, whereas
the other section of the motf, containing the second
P, tends to be hydrophobic.

(iv) The second P of the motif, which marks the junction
‘between the fourth and fifth o-helices in bovine
hepatic catalase, is 10—15 amino acids from the phos-
phorylation site(s) of the nAChR subunits. As a
working hypothesis, the bend associated with this P
may contribute to the three-dimensional arrange-
ment required for the recognition of phosphorylanon

site(s) by protein kinases and phosphatases in the.

nAChR subunits.

{v) As in bovine hepatic catalase, the amino acids
present in the hydrophilic section of the motif in
nAChR subunits could be involved in the stabiliz-
ation of the quaternary structure of the protein {Yu
& Hall 1994},

The cytoplasmic loop containing the motif in nAChRs
is highly wvariable in length and sequence. Jing e al
(1990} reported some similarity between a motif identi-
fied in the transferrin receptor and the region of the eyto-
plasmic loop containing our motif. However, there were
no significant similarities between the RXPXTH({X) P
motif of the nAChR subunits and the transferrin-receptor
motif. '

Qur resnlts indicate that the motif is relevant to the
functionality of the ®2- and P4-receptors, since its
complete deletion in either the o2- or the B4-subunit
abolished the response of oocytes to cholinergic ligands.
We believe that this effect depends directly on the absence
of the motif, and not on the size of the deletion, because
preliminary experiments in which a different sequence was
inserted in place of the motif again led to non-responsive
oocytes (data not shown). This suggests that the motif is
necessary for the generation of acetylcholine currents.

Noda ¢t al. {1983) reported the effect of several amino-
acid substitutions in the o-subunit of Torpedo californica
expressed in JXemopus oocytes. The substitution of the
amino-acid sequence FIDTIP, which includes the second
P of the motif, by RAR results in 2 significant decrease in
acetylcholine sensitivity, We found similar results when
the last P of the motif in the u2-subunit was deleted and
co- expressed with the wild-type B4-subunit. The oocytes

expressing 0.2(A352) and w1ld-type B4-receptors gener-

ated smaller acetylcholine and nicotine currents than the
oocytes injected with the w:ld»type subunits. A possible
explanation for this effect is that the deletion affects the
asscmbly or the properties of the receptors. Further
experiments are needcd 10 d1stmgu1sh between these
possabxlmes "
.. In catalases, threc amino acids of the mouf described
here have been implicated in the contact between mono-
: mcrs (Murthy et al 1981}, Based on the three-dimensional

¢ catalase, the rcs:due ' that form the

motif in the nAChR subunits may play important roles in
nAChR assembly,

fu & Hall (1994) reported that a sequence of 17 amino
acids near the C-terminal end of the M3-M4 loop was
necessary for a late step of acetylcholine-receptor
assembly. They found that in a chimeric o-subunit, in
which the 17-amino-acid segment was replaced with the
corresponding segment of the P-subunit, the receptor-
assembly pathway did not continue. Nevertheless, they
detected 2T a-bungarotoxin binding, indicating that the
chimeric subunit was capable of folding correctly. They
also observed in a different experiment that when a
region of the a-subunit, including the motif described in
this report, was replaced by its equivalent from the P
subunit, the I a-bungarotoxin binding in the plasma
membrane of oacytes was significantly diminished with

respect to the control. This result supports the hy pothesis °

that the presence of the motif reported here is relevant to
the funciioning of the nAChR, and further supports 2
lack of appropriate assembly as the putative explanation
for the decline of the currents elicited by cholinergic
agonists in wild-type @2- and B4-receptors when the
motif is deleted.

In conclusion, we detected a new motif formed by a
five-amino-acid pattern in a block of 21 amino acids
present in two major families of unreated proteins:
nAChRSs and catalases. This motif may play an important
role in determining the structure and function of nAChRs.
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