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Resumen

Identificacion de los sitios de unién a ATP en los receptores P2X1 de
humanos

Los receptores P2X son canales cationicos no selectivos activados por trifosfato
de adenosina (ATP), involucrados en diversos procesos fisioldgicos como
neurotransmision, nocicepcion e inflamacion. La determinacion de la estructura
cristalina del receptor P2X4 de pez cebra y recientemente de los receptores P2X3
y P2X7 de humano ha proporcionado informacién esencial sobre su organizacion
tridimensional que ha servido como base para interpretar informacién de estudios
bioquimicos y de mutagénesis dirigida para localizar el sitio de uniéon a ATP. La
farmacodinamica de los receptores es variable entre cada una de los subtipos, la
farmacodinamica del receptor P2X1 habia sido descrita por estudios
electrofisiolégicos como una respuesta sensible a bajas concentraciones (nM) de
ATP y con una desensibilizacion rapida. Sin embargo, un estudio reciente
demuestra que ademas es sensible a altas concentraciones de ATP (mM),
generando una corriente lenta con una cinética muy diferente, asi, las corrientes
generadas aumentan con el tiempo de exposicion al agonista. Esta cinética es
muy similar a la respuesta que genera una variante de edicion del hP2X1
(hP2X1del), estas observaciones apoyan la hipétesis que el segmento deletado en
el receptor hP2X1del es responsable del sitio de unién de alta afinidad al ATP pero
mantiene el segundo sitio de union de baja afinidad. Por lo anterior, en este
estudio se utilizé por primera vez la técnica de modelado por homologia con base
en estructuras de referencia de la familia P2X (hP2X3 y hP2X7) para construir los
receptores hP2X1 y hP2X1del y que en combinacion con estudios de mutagénesis
dirigida se usaron para realizar una exploracién de los sitios de unién al ATP.
Nuestros resultados sugieren la existencia de un sitio adicional de union al ATP en
el receptor hP2X1 que probablemente se encuentra conservado en el receptor
hP2X1del, el cual, podria ser responzable de la activacion de los receptores que
activan la corriente lenta.

Palabras clave: ATP, P2X, homologia, acoplamiento molecular, mutagénesis.



Abstract

ATP binding sites identification on P2X1 human receptors

P2X receptors are no-selective cationic channels gated by adenosine triphosphate
(ATP); they are involved in many physiologic processes like neurotransmission,
nociception and inflammation. The resolution of the P2X4 crystalline structure from
zebrafish and recently from human P2X3 and P2X7 has provided essential
information about the three-dimensional structure of these receptors, which
facilitates the interpretation of information on biochemical and site-directed
mutagenesis studies aimed to localize the ATP binding site. The
pharmacodynamics of these receptors is variable among each of the subtypes,
regarding the P2X1 receptor pharmacodynamics, it has been described by
electrophysiological studies as a unique response sensitive to low ATP
concentrations (nM), response that rapidly desensitize. Another recent study
shows that these receptors generate a quite different current when high ATP
concentrations (mM) are used. This current increased slowly its amplitude during
the agonist exposure. This latter current, but no the desensitizing response, is
preserved in the splicing variant of hP2X1 (hP2X1del), which supports the
hypothesis that the deleted segment in hP2X1del is related to the high sensitive
ATP binding site but maintains the low sensitive binding site. We used by first time
homology modeling technique based on reference structures of the P2X family
(hP2X3 and hP2X7) to determine the 3-D structure of the hP2X1 and hP2X1del
receptors and in combination with directed mutagenesis studies We performed an
exploration of the ATP binding sites. Our results suggest the existence of an
additional ATP binding site in the hP2X1 receptor and probably it is conserved in
the hP2X1del receptor.

Key words: P2X, P2X, homology, molecular docking, mutagenesis.
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INTRODUCCION

Los receptores P2X son canales catibnicos no selectivos (permeables
principalmente al Na*, Ca* y K*) activados por trifosfato de adenosina (ATP). El
ATP, ademas de ser la principal fuente de energia celular, puede ser liberado de la
célula y actuar como transmisor quimico extracelular, dentro de los estimulos que
promueven la liberacion del ATP se encuentran: impulsos eléctricos, estimulos
mecanicos, el cambio de volumen celular, la isquemia, la hiperoxia y la lisis celular
(Chadwick & Goode 2008; Novak 2003).

En los mamiferos los receptores P2X forman una familia de 7 subtipos de
receptores llamados P2Xi-7; su unidad bioldgica funcional esta conformada por
tres subunidades asociadas y pueden formar complejos homéricos o
heterémericos, con un 40% a 50% de identidad entre ellos (North 2002). Cada
subunidad P2X esta formada por: dos dominios transmembranales, un dominio
extracelular (DEC) y los grupos amino y carboxilo terminales que se encuentran
ubicados en la region intracelular. En el dominio extracelular se encuentra el sitio
de unién al ligando.

Los receptores P2X en el ser humano se encuentran principalmente presentes en
neuronas, células sanguineas y células musculares y estan involucrados en
procesos como control neuronal de la contraccion muscular, liberacion de
neurotransmisores (Burnstock 2006), sensacion de dolor e inflamacion, asi como
también estan implicados en enfermedades neurodegenerativas (Chataigneau et

al. 2013), por lo cual son un blanco terapéutico de gran interes.



Diferentes estrategias como mutaciones sitio dirigidas, lecturas electrofisioldgicas,
y cristalografia de rayos X (Allsopp et al. 2011) han contribuido para comprender
las bases moleculares y el mecanismo por el cual el ATP se une al receptor para
abrir el canal. Con la resolucion de la estructura cristalina del receptor P2X4 de
pez cebra (zP2X4) (Kawate et al. 2010), se logr6 comprender con mayor precision
la zona de accién y reconocimiento del ATP en los receptores P2X, sin embargo,
la sensibilidad al ATP asi como las propiedades funcionales de cada uno de los
receptores varia ampliamente y desafortunadamente solo se han resuelto
experimentalmente las estructuras de los receptores P2X3 y P2X7 del humano.

En trabajos previos la farmacodinamica del receptor hP2X1 habia sido descrita
mediante estudios electrofisiolégicos como una respuesta Unica sensible a bajas
concentraciones (nM) de ATP y con una desensibilizacion rapida, mediante
estudios de mutacion sitio dirigida se identifico el sitio de unién al ATP y se
determiné que los aminoacidos 68K, 70K otorgaban estabilidad a la unién del ATP
(Ray et al. 2012; Roberts et al. 2012; Lorinczi et al. 2012). No obstante, un estudio
reciente (LOpez-Lopez et al. en el 2016) describe que el receptor hP2X1 mantiene
la sensibilidad a altas concentraciones de ATP (mM) observando una segunda
cinética no antes descrita muy similar a la respuesta que genera la variante de
edicion del hP2X1 denominada hP2Xldel que habia sido reportada como no
funcional (Greco et al. 2016). Sin embargo, en el mismo estudio (LOpez-Lopez et
al. en el 2016) se demostré que el receptor hP2X1del si genera corrientes pero
Unicamente a altas concentraciones de ATP. Esta Ultima respuesta crece en
funcion del tiempo de exposicion al agonista. Estas Ultimas observaciones apoyan

la hipdtesis que el segmento deletado en el receptor hP2X1del es responsable del
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sitio de union de alta afinidad al ATP pero estos receptores mantienen el segundo
sitio de union de baja afinidad.

Conocer la estructura tridimensional de los receptores hP2X1 y hP2X1del nos
permitiria explorar los sitios de reconocimiento al ATP y comprender las bases
moleculares de la modulacién y apertura de sus canales. Sin embargo, a la fecha
no se han resuelto sus estructuras experimentalmente. Una alternativa para
solventar este problema es utilizar métodos bioinfomaticos, como el modelado por

homologia, para construir su estructura tridimensional.



OBJETIVOS

Determinar la estructura tridimensional de los receptores hP2X1 y hP2X1del
utilizando la técnica de modelado por homologia.

Utilizar los modelos tridimensionales obtenidos para identificar los sitios de
unién al ATP no explorados y determinar los aminoacidos involucrados.
Realizar mutaciones puntuales a los aminoacidos determinados importantes

para la interaccion del ATP en el receptor hP2X1.



METODOS

Preparacion de la base de datos: Alineamientos iniciales y busqueda de plantillas.
Con el fin de seleccionar la mejor plantilla homdloga para la construccién del
receptor hP2X1, se obtuvo su secuencia de aminoacidos con cddigo de acceso
P51575 en formato FASTA de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). En el caso del receptor hP2X1ldel, de la
secuencia P51575 se eliminaron los aminoacidos 176-192, mismos que el receptor
canonico pierde en esta variante de edicion. Se utilizé el servidor de BLASTp
(Basic Local Alignment Search Tool) para realizar la biusqueda de potenciales
templados homologos de las secuencias de aminoacidos hP2X1 y hP2X1del en la

base de datos del PDB (Proteine Data Bank) (Tabla 1-2.).

Modelado de los receptores hP2X1 y hP2X1ldel. Cien modelos 3D de una
subunidad del receptor hP2X1 y cien mas para el receptor hP2X1del fueron
generados utilizando el software de modelado por homologia Modeller 9.18
mediante una multialineacion tridimensional con las secuencias de los templados
seleccionados contra las secuencias problema (hP2X1, hP2X1del). Por medio del
programa Molsoft 3.8-5, cada uno de los cien modelos fue analizado y se

selecciond el mejor modelo para el receptor hP2X1 y hP2X1del, respectivamente.

Armado y validacién de los receptores hP2X1 y hP2X1del para el acoplamiento
molecular. Dado que las regiones de interés del receptor para este estudio eran

las transmembranal y la extracelular, las secciones amino y carboxilo terminales



en cada cadena fueron removidas usando el programa de acceso libre Pymol
v1.8.6.0, a este procedimiento le denominamos “limpieza”, posteriormente las
cadenas fueron ionizadas mediante el servidor MolProbity. El armado del receptor
se llevé a cabo utilizando en conjunto los programas MolSoft 3.8-5 y Pymol
v1.8.6.0. Finalmente, en el caso particular del receptor hP2X1, con el fin de refinar
el modelo, se llevo a cabo 1 ns de dindmica molecular con el software VMD 1.9.3.
Se realiz6 analisis energético de aminoacidos como método de validacién local y
andlisis de puntuacion Z y graficos de Ramachandran como métodos de validacion
general para cada receptor con el servidor ProSa (Proteine analisys) y MolProbity

(Davis et al. 2007).

Optimizacion de modelo de P2X1 a través de Dinamica Molecular. La simulacion
de dindmica molecular del receptor P2X1 fue realizada iniciando con la estructura
del modelo con mejor puntaje obtenida a través de modelado por homologia.
Durante la ejecucién de la simulacion, NAMD produce archivos de trayectoria que
contienen informacion sobre coordenadas, energias y velocidades de cada atomo.
El sistema se coloc6 en una caja cubica y se establecié su carga neta en cero
mediante la adicion de iones (0.15 mol/L de NacCl), y las moléculas de agua fueron
representada aleatoriamente. El campo de fuerza CHARMM36 junto con el modelo
de agua TIP3 se emplearon para detallar el sistema. Durante las simulaciones se
aplico un corte de 14.0 A a corto alcance para moléculas no enlazadas, mientras
gue las interacciones electrostaticas de largo alcance se tratan con la malla del
método de particulas de Ewald (PME). Se emple6 2 fs de integracion de tiempo

para toda la simulacion. El sistema fue equilibrado antes de que se ejecutara la
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simulacién. Durante este proceso se establecid un rango de temperatura de 100 K
y 1 atm para que el sistema alcance el equilibrio. Posteriormente, fue corrida una

simulacion de 1 ns.

Andlisis de cavidades en el receptor hP2X1. Para buscar un posible segundo sitio
de unién al ATP en el receptor hP2X1 se realiz6 un analisis de cavidades o
analisis de superficie basado en potenciales electrostaticos. Se utilizé el programa

PyMol v1.8.6.0 para su visualizacion y analisis.

Analisis de acoplamiento molecular en el receptor hP2X1 y hP2X1del. Los
estudios de acoplamiento molecular sobre el receptor hP2X1 se llevaron a cabo
tanto en el sitio de unién antes reportado (primer sito) como en el sitio de unién
propuesto en este estudio (segundo sitio). El acoplamiento molecular sobre el
primer sitio del receptor trimétrico se realizé con el programa Autodock 1.5.6rc3,
las dimensiones del grid box, el cual representa el espacio en el que el ligando se
puede mover, fueron de 50x50x50 puntos separados por 0.375 A y para centrar el
grid se seleccionaron las coordenadas del ATP de la plantilla del hP2X3 que
cubria los LYS60, LYS70 y ARG292 antes reportados como importantes en para
union del ligando. Se utilizé el algoritmo genético Lamarckiano (AGL) para los
calculos energéticos y se realizaron 100 corridas conformacionales del ATP
flexible sobre el receptor rigido. Para el acoplamiento molecular en el segundo
sitio del receptor hP2X1 y en el receptor hP2X1del los parametros se definieron de
igual manera; dimensiones del grid box de 60x60x60 puntos separados por 0.375

A con 100 corridas conformacionales del ATP flexible sobre el receptor rigido con
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el AGL para los calculos energéticos. Para seleccionar la mejor pose para cada
ligando se utilizaron los siguientes criterios:

Criterio 1. Energia de union del complejo: se toma como mejor pose aquella
gue reporta la menor energia de union entre todas las poses obtenidas.

Criterio 2. Distribucién de energia (cluster): se toma como mejor pose

aguella que ocupa la primera posicién dentro del clister mas poblado.

Mutacién sitio dirigida. Para llevar a cabo la mutacién puntual, se disefiaron oligos
siguiendo las especificaciones del protocolo ™QuickChange en el programa
SnapGene 4.1 y fueron analizados con el programa OligoAnalyzer 3.1 (Tabla 3).
Se estandarizé el protocolo de PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad
Platinum SuperFi (100 U, Invitrogen), y como templado se us6 el plasmido
PCDNAS3 con el inserto del receptor hP2X1. Las condiciones de reaccion fueron
las siguientes: Desnaturalizacion inicial por 30 segundos a 98°C, después 35
ciclos de desnaturalizacion por 15 segundos a 98°C, alineamiento por 20
segundos a 68°C y extensién por 5 minutos a 72°C con una extension final por 5
minutos a 72°C. Posteriormente el producto de PCR fue tratado con la con 0.25 uL
de enzima Anza Dpnl (20 U/ul, New England Biolabs) y se incub6 por 45 min a
37°C. Finalmente se visualizo el producto por electroforesis horizontal utilizando

un gel de agarosa 1%, 100 V por 30 minutos.

Transformacién de bacterias E. coli Topl10. Se tomd una alicuota del producto de
PCR; el receptor mutado y clonado en el vector pCDNAS3 y se adicion6 a un tubo

con bacterias calcio competentes E. coli Topl0, se dejo la mezcla en hielo por 20
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minutos y posteriormente se llevo a cabo el shock térmico (42°C por 45
segundos). Posteriormente se adicionaron 300 pL de medio LB (10 gr de triptona,
5 gr de extracto de levadura, 10 gr de NaCl en 1 L de dH20, pH=7) y se colocé6 en
incubacién por 2 horas con agitacién a 37°C. Finalmente se cultivd en placa con

medio LB solido (agar 1.5%, ampicilina 100 ug /mL) durante 16 horas a 37°C.

Seleccion de clonas. En campo estéril se seleccionaran 6 colonias aisladas y se
sembraron en un tubo con 30 mL de medio LB (10 gr de triptona, 5 gr de extracto
de levadura, 10 gr de NaCl en 1 L de dH20, pH=7, ampicilina 100 pL/mL), y se

incubaron por 16 horas a 37°C.

Extraccion de ADN plasmidico. Un tubo con un volumen aproximado de 30 mL de
cultivo saturado se centrifugd por 15 minutos a 14500 rpm, se descartd el
sobrenadante y se traté con 4 mL de buffer solucién | (glucosa 50 mM, Tris. HCL
pH=8, EDTA 10 mM pH=8,) 4 mL de buffer solucién Il (NaOH 0.2 M, SDS 1%) y
4mL de buffer solucion 1l (Acetato de potasio 5M, acido acético glacial, dH20) y se
incubo en hielo por 20 minutos para llevar a cabo la lisis alcalina, en seguida se
agregé RNasaA (10 mg/mL) y se incub6 45 minutos a 37°C. Después se agregd
isopropanol para precipitar el ADN, posteriormente se lavé con EtOH al 70% y se

resuspendio en H20 milliQ.

Purificacion y cuantificacion del ADN plasmidico. Se llevé a cabo la purificacion del
ADN plasmidico por el método fenol-cloroformo. Para comenzar se agreg6 acetato

de sodio 3M a un volumen 1:1, en seguida se adiciond fenol:cloroformo:alchol
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isoamilica a un volumen 1:1 y se centrifug6 a 14500 rpm por 15 minutos. Se
recuperd la fase acuosa, después se agregd acetato de sodio 5M a un volumen
1:10 y 2.5 volumenes de etanol absoluto y se dejo reposar a -70°C por 1 hora. Se
centrifugd por 15 minutos a 14500 rpm, se desechd el sobrenadante y se lavd con
etanol absoluto, finalmente se resuspendi6 en H20 milliQ. Las muestras
purificadas fueron cuantificadas utilizando el equipo NanoDrop® ND-1000 UV-

Vis.

Digestion del ADN plasmidico. Se agreg6 a un tubo una alicuota de 1 uL de ADN
plasmidico previamente purificado, 0.3 pL de enzima Xba | (20 U/ul, New England
Biolabs) y se adicion6 H20 milliQ hasta alcanzar un volumen final de reaccién de
10 pL. La reaccion se colocé a 37°C por 3 horas. Finalmente se visualizo el
resultado por electroforesis horizontal utilizando un gel de agarosa 1%, 100 V por

30 minutos.

Secuenciacién. Se enviaron a analizar al Laboratorio Nacional de Biotecnologia
Agricola, Medica y Ambiental (LANBAMA) 6 muestras de ADN plasmidico
provenientes de colonias aisladas distintas a una concentracion de 100 ng/ L. Las
muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleo6tidos marcados en

el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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RESULTADOS

Modelos construidos por homologia de los receptores hP2X1 y hP2X1ldel
poseen la calidad de receptores resueltos por cristalografia de rayos X y
resonancia magnética nuclear.

Se seleccionaron como secuencias molde al P2X3 humano (PDBid: 5SVL) y
P2X7 de humano (PDBid: 5U1W) que comparten el 47% y 46% de identidad
respectivamente con la secuencia del receptor hP2X1 y al receptor P2X3 humano
(PDBid: 5SVL) que comparte el 47% de identidad con la secuencia del receptor
hP2X1del (Tabla 1-2). Se realiz6 una multialineacion con informacion espacial
tridimensional de las secuencias molde para la prediccion de las estructuras de los
receptores hP2X1 y hP2X1del (Fig. 1. y Fig. 2.), el proceso de armado de los
receptores se puede observar en la Fig. 3. El mejor modelo de cada receptor fue
evaluado y los resultados fueron los siguientes: El analisis de puntuacion Z arrojo
un valor de -5.54 y -5.13 para el receptor hP2X1 y hP2X1del respectivamente (Fig.
4A y 4B), valor que entra en el rango tipico para estructuras resueltas por
cristalografia de rayos-x y resonancia magnética nuclear (NMR). En el gréfico de
Ramachandran del receptor hP2X1 (Fig. 5A) se pueden observar Unicamente a los
a aminoacidos Al141, Q142 y D171 fuera de las zonas permitidas y en el caso del
receptor hP2X1del a los aminoacidos S177 y L188 (Fig. 5B). El analisis energético
de aminoacidos muestra que los aminoacidos localizados al inicio y final de la
secuencia para ambos receptores poseen la mayor cantidad de energia, por lo
tanto son las secciones de mayor inestabilidad en la secuencia (Fig. 6A y 6B). Por

lo tanto, los resultados de validacion local y general, de estabilidad y organizacién
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estructural en ambos receptores, demuestran la calidad de las estructuras
predichas por modelado por homologia que es equiparable a la calidad de las

estructuras resuelta por rayos X y NMR.

Los aminoacidos R197 y K232 coordinan la union del ATP en el segundo
sitio propuesto en el receptor hP2X1 y el sitio de union se conserva en el
receptor hP2X1del.

Se gener6 el mapa de potencial electroestéatico del receptor hP2X1 con el objetivo
de analizar las cavidades para detectar un sitio de unién a ATP adicional al antes
reportado, finalmente se localiz6 un posible segundo sitio de unién a ATP
localizado entre 2 cadenas en la regidbn baja cercana a los dominos
transmembranales del receptor hP2X1 (Fig. 7), ademas, se propone que el sitio se
conserva en el receptor hP2X1del (Fig. 8).

Con el fin de analizar la estabilidad de la interaccién receptor/ligando, se llevaron a
cabo estudio de acoplamiento molecular en las 2 cavidades de interés para este
estudio. El acoplamiento molecular en el primer sitio reveld que la energia de
union del ligando en el receptor correspondia a -13.5 Kcal/mol (Fig. 9A), asi como
se confirmo la coordinacion de la interaccion por los residuos K68, K70 y R292
(Fig. 9B), tal y como estudios previos lo habian reportado (Ray et al. 2012;
Roberts et al. 2012; Lorinczi et al. 2012). El acoplamiento molecular en segundo
sitio (cavidad propuesta en este trabajo) reveld que energia de union del ATP
correspondia a -7.0 Kcal/mol (Figura 10), lo que indica que la unién del ATP en
este sitio es un 51% menos favorable comparada con el primer sitio de union,

ademas con éste estudio se determind que los aminoacidos involucrados en la
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coordinacion y union del ATP eran la R197, con la interaccion mas fuerte, y en
seguida la K232 (Fig. 11), siendo la R197 seleccionada para el estudio de
mutacion sitio dirigida. Adicionalmente se llevd a cabo acoplamiento molecular en
el receptor hP2X1ldel, utilizando las mismas coordenadas del acoplamiento
molecular del segundo sitio del hP2X1, con el fin de comparar entre ellas la
similitud de interaccion con el ATP, se encontr6 que la energia de union de ligando
con los aminoacidos circundantes correspondia a -6.1 Kcal/mol (Fig. 12). Esta
energia es 87% similar a la energia de union que existe entre el ATP y el segundo

sitio localizado en el recepto hP2X1.

La estandarizacion y amplificacion del producto de PCR para la mutante
K322A del receptor hP2X1 se logro utilizando el protocolo de mutacion sitio
dirigida.

Se disefaron los oligos para realizar el cambio de la lisina 322 por alanina 322
(K322A) sobre el receptor hP2X1, lo que corresponde a una mutacion de pérdida
de sentido, las caracteristicas de los oligos forward y reverse se muestran en la
tabla 3. En seguida se llevo a cabo la estandarizacion de la técnica de PCR y
después de la digestion con la enzima Xba | se confirmé la funcionalidad de los
oligos disefiados al obtener la amplificacién de un producto linealizado de un peso
aproximado 6,200 pb (Fig. 13), correspondiente al peso del vector mas la
secuencia insertada del receptor hP2X1, esto es evidencia indirecta de la
presencia de la mutacion K322A. Después de realizar el proceso de
transformacion, extraccion y secuenciacion del producto de PCR, se confirmé la

presencia de la mutacion K322A, lo que demuestra la funcionalidad del método

estandarizado de mutaciones sitio dirigida basada en el manual ™QuickChange.
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DISCUSION

El conocimiento de la estructura tridimensional de las proteinas es fundamental
para la investigacion detallada de sus propiedades funcionales, los métodos
experimentales suelen ser lentos mientras que los métodos computacionales de
prediccién ofrecen alternativas que se mejoran continuamente, es por eso que en
este estudio se utiliz6 por primera vez la técnica de modelado por homologia con
base en estructuras de referencia de la familia P2X (hP2X3 y hP2X7) para
construir los receptores hP2X1 y hP2X1del, obteniendo la resolucion y calidad
inclusive de estructuras resueltas por cristalografia de rayos-X y NMR. Ademas,
los estudios de acoplamiento molecular nos permitieron proponer y localizar un
posible un sitio adicional de unién al ATP en el receptor hP2X1, siendo la A197
localizada como el residuo mas importante en esta union seguido por la K322.

La alta calidad de los modelos construidos por homologia la demuestran los
resultados de puntuacion Z, cuyo valor se muestra en un grafico que contiene los
puntajes Z de todas las cadenas de proteinas determinadas experimentalmente en
la actualidad y que se utiliza para verificar si el puntaje de la estructura de entrada
esta dentro del rango de puntajes encontrado tipicamente en proteinas nativas de
tamano similar. También asi lo demuestran los graficos de Ramachandran que en
el caso del receptor hP2X1 Unicamente 3 aminoacidos y 2 para el hP2Xdel, estan
en areas no permitidas que indican angulos de torsion problematicos dentro de la
estructura, sin embargo se encuentran fuera de las zonas de interés para este
estudio. Finalmente el analisis energético de aminoacidos demuestra que el mayor

porcentaje de aminodcidos (aproximadamente el 90%) dentro de las estructuras
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predichas son estables. Dada la alta calidad de las construcciones de los
receptores hP2X1 y hP2X1del, fue posible continuar con los siguientes estudios.
De acuerdo la exploracion de cavidades en el receptor hP2X1, se propuso un sitio
adicional de union a ATP localizado en la entre 2 cadenas en la region baja
cercana a los déminos transmembranales ya que el andlisis muestra que las
dimensiones de la cavidad se ajusta para la interaccion con el ligando y mas
importante aun, el mapa electroestatico en el cual se observa un color azul
predominante indica una region con carga positiva que correlacionan con sitios
con actividad biolégica o bien con capacidad de uniéon a ligando (M.B. 2011;
Mohan et al. 2009), localizacibn que proponemos se conserva en el receptor
hP2X1del ya que como se habia reportado anteriormente (Greco et al. 2016) 17
residuos se pierden en ésta variante de edicidbn (residuos 176-192:
PALLREAENFTLFIKNS) algunos de ellos localizados en el sitio de union
responsables de la corriente rdpida en el receptor candnico, corriente que se
pierde en la variante pero que mantiene la corriente lenta relacionada con el sitio
de unidn propuesto en este trabajo.

Como siguiente paso fue llevar a cabo acoplamiento molecular en los 2 sitios de
union a ATP en el receptor hP2X1. El sistema de puntuacién que nos indica que
tan favorable es la interaccién entre un receptor y un ligando es la energia libre de
gibbs, el resultado del acoplamiento molecular en el primer sito fue de -13.5
Kcal/mol mientras que en segundo sitio fue de -7.0 Kcal/mol lo que indica que la
interaccién del ATP en el primer sitio 51% mas favorable comparada con el primer
sitio de union resultados que concuerdan con el comportamiento de la doble

cinética que presenta el receptor cuando se le aplican altas concentraciones de
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ATP (LOpez-Lépez et al. 2016) donde se puede observar una primer respuesta
con alta afinidad al ATP y una segunda respuesta de menor afinidad, ahora bien
esta segunda respuesta es similar a la que presenta el receptor hP2X1del por ello
se decidié llevar a cabo el analisis de acoplamiento molecular utilizando las
mismas coordenadas del sitio propuesto en el hP2X1 y encontramos que la
energia de union a ligando correspondia a -6.1 Kcal/mol, esta energia es 87%
similar a la energia de union que existe entre el ATP y el segundo sitio localizado
en el recepto hP2X1, la divergencia puede deberse a la diferencia estructural en el
acomodo tridimensional entre ambos receptores ya que estos no son idénticos ya
gue la variante de edicion perdi6 16 aminoacidos del exén 6, algunos de ellos
relacionados con el primer sitio de union anteriormente relacionados con el
receptor candnico (Greco et al. 2016). Estos resultados reafirman la existencia de
un sitio adicional de unién a ATP en el hP2X1 que comparte localizacion con el
hP2X1del.

Ahora bien, los estudios de acoplamiento molecular también nos permitieron
localizar al residuo K322 como el actor principal entre la interaccion del ligando
con el receptor en el sitio propuesto, por lo que se decidid crear un receptor hP2X1
mutante con el cambio de la K322 por K322 para llevar a cabo estudios de
caracterizacion farmacodindmica en un futuro.

Para la mutante se utilizd la técnica de mutacién sitio dirigida utilizando el método
de ™QuickChange el cual permite introducir mutaciones puntuales en plasmidos
de ADN bicatenarios por medio de un par de oligos que contienen en medio de su
secuencia la mutacion que se desea producir. Se disefiaron los oligos de larga

secuencia como lo dicta el protocolo y en el centro se encuentra la mutacion CG
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gue realizara el cambio de alanina por arginina en la posicion 322 sobre receptor
hP2X1, asi mismo dada la longitud de los oligos su Tm resultante fue alta por lo
gue fue indispensable para la PCR el uso de una polimerasa que ademas de
poseer alta fidelidad fuera termoestable, adicionalmente se debe destacar que el
uso de la enzima Dnpl después de la PCR es de gran importancia ya que esta
endonucleasa (secuencia diana: 5-Gm6ATC-3 ') se utiliza para digerir el ADN
templado metilado y para seleccionar el ADN sintetizado no metilado, de esta
forma el resultado observado en el gel demuestra la amplificacion exitosa por los
oligos disefiados, mutacion que posteriormente fue confirmada por secuenciaciéon

del receptor hP2X1 insertado en el vector PCDNA3.
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CONCLUSIONES

. Se construyeron exitosamente los receptores hP2X1 y hP2X1del que sirvieron
como base para los estudios de acoplamiento molecular y que posteriormente
pueden ser utilizados para analisis con dinamica molecular y prediccion de
union de otros ligandos.

. Se propone que el segundo sitio de uniéon a ATP se localiza en la zona del
cuerpo bajo cercano a las regiones transmembranales del receptor hP2X1y
hP2X1del.

La energia de union al ATP en el sitio propuesto en este trabajo sobre el
receptor hP2X1 es 51% mas débil que la fuerza de unién al ATP que en el sitio
antes reportado, por lo cual la afinidad del ATP en el segundo sitio es menor, lo
gue correlaciona con los estudios previos de farmacodinamica.

Los oligos diseflados para las mutaciones puntuales asi como la
estandarizacion de la PCR llevaron a cabo la amplificacion del producto
esperado, el cual posteriormente fue analizado mediante secuenciacion,

comprobando la mutacion A322R sobre el receptor hP2X1.
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TABLAS

Tabla 1. Resultados del BLASTp de la secuencia de aminoacidos del receptor hP2X1 contra
la base de datos del PDB.
Se resaltan con doble asterisco los resultados seleccionados.

Max Total Query
score score cover

PDB Receptor Ao  Resolucion Evalue Identidad Estado

2.00E-

3HOV  zP2X4 2009 3.1 348 348  87% 18 44%  Apo estado
5.00E-
315D zP2X4 2009 3.5 347 347 87% 118 44% Apo estado
3.00E-
4DWO  zP2X4 2012 2.9 332 332  83% 11 45%  Apo estado
5.00E- Unido a ATP
4DW1  zP2X4 2012 2.8 329 329  83% 1 45% nido a
1.00E-
**5SV)  hP2X3 2016 2.98 329 329  89% 10 47%  Apoestado
**5UIW  hP2X7 2016 3.4 294 294 81% 3.00E-97  46%  Apo estado
5F1C gP2X 2015 2.9 269 269 83% A4.00E-87  a29%  UnMidoaATPy
union de Zn
JRUP  P2X4 2014 - 732 732 14% 3.00E-16  51%  Apo estado
Carnitinyl-
3R00 CoA 2011 21 296 29.6 10% 5.60E+00  37%  Apo estado
hydratase

Tabla 2. Resultados del BLASTp de la secuencia de aminoéacidos del receptor hP2X1del
contra la base de datos del PDB.
Se resalta con doble asterisco el resultado seleccionado.

Max Total Query

PDB  Receptor Ao  Resolucion Evalue Identidad Estado
score score cover
3HOV  zP2X4 2009 3.1 317 317 86%  2e-106 41% Apo estado
315D 2P2X4 2009 3.5 313 313 8%  6e-105 41% Apo estado
4DWO zP2X4 2012 2.9 301 301 82% 3e-100 42% Apo estado
**5SV)  hP2X3 2016 2.98 299 299 89%  3e99 44% Apo estado
4DW1  zP2X4 2012 2.8 329 329 83% flolE' 459, ~ UnidoaATP
5SVM  hP2X3 2016 2.9 296 296 89%  5e-98 44% Unido a
agonista
ido a ATP
SFIC  gP2X 2015 2.9 247 247 82%  5e-79 40% U”'d;:‘ﬂ y
SXW6  cP2X7 2016 2.9 232 232 77%  2e73 41%  Unidoa zn”
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Tabla 3. Disefio de oligos basado en las especificaciones del protocolo ™QuickChange.

En amarillo se resaltan las bases que se intercambiaran en el receptor hP2X1 para generar la
mutacion K322A.

Oligos Secuencia 5’ > 3’ # Nucleotidos Tm (°C) %GC
Forward | CATCCTGGTGGACGGCGCGGCCGGGAAGTTTGAC 35 79.5 61.1
Reverse GTCAAACTTCCCGGCCCGGCCGTCCACCAGGATG 35 79.5 61.1
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Figura 1. Multialineacién para la construccién del receptor hP2X1.

Multialineacién de las plantillas molde 5SVL y 5U1W contra la secuencia problema hP2X1. La multialineacion
se realiz6 con el programa Modeller 9.18 como primer paso para la construccién del receptor hP2X1. Los
asteriscos muestran los residuos conservados en las 3 secuencias y los residuos en rojo representan los
aminoacidos que se han identificado como importantes para la uniéon de ATP en el receptor hP2X1.
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Figura 2. Alineacién para la construccién del receptor hP2X1del.

Alineacion de la plantilla molde 5SVL contra la secuencia problema hP2X1del. La multialineacién se realiz6 con
el programa Modeller 9.18 como primer paso para la construccion del receptor hP2X1del. Los asteriscos
muestran los residuos conservados en ambas secuencias y los residuos en rojo representan los aminoacidos
gue se han identificado como importantes para la unién de ATP en el receptor hP2X1del.
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Figura 3. Estado de las cadenas en el proceso de armado de los receptores hP2X1 y

hP2X1del.
A) Cadena unica del receptor P2X1 con las secciones transmenbranales y extra e intra celulares.

B) Cadena uUnica del receptor P2X1 con la seccion intracelular eliminada de la estructura. C)
Representacion tridimensional del receptor P2X1 construido mediante la union de las cadenas A, B

y C.
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Figura 4. Analisis de validacion global de puntuacion Z de los hP2X1 y hP2X1del.

En el grafico se observan los puntajes Z de todas las cadenas de proteinas determinadas experimentalmente,
en azul fuerte por resonancia magnética nuclear y en azul claro por cristalografia de rayos X, dentro de un
rango de puntajes encontrado tipicamente en proteinas nativas de tamarfio similar. A) La puntuacién Z de -5.54
para el receptor hP2X1 cae dentro del rango de calidad de estructuras determinadas experimentalmente. B)
Puntuacién Z de -5.13 para el receptor hP2X1del, dentro del rango de calidad de estructuras determinadas
experimentalmente.
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Figura 5. Grafico de Ramachandran de validacion local de los hP2X1 y hP2X1del.

A) Grafico de Ramachandran del receptor hP2X1. Los aminoacidos Al41, Q142 y D171 se encuentran fuera
de las zonas permitidas dando como resultado 315/318 aminoacidos en regiones favorecidas (99.1%). B)
Grafico de Ramachandran del receptor hP2X1del. Los aminoacidos S177 y L188 fuera de las zonas permitidas

dando como resultado 304/306 aminoacidos en regiones favorecidas (99.3%).
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Figura 6. Grafico de validacion local por analisis energético de aminoacidos.

Este analisis muestra las energias en funcién de la posicién de la secuencia de aminoacidos. En general, los
valores positivos corresponden a partes problematicas o erréneas de la estructura de entrada. Se promedia la
energia en una ventana de 10 aminoacidos (linea verde claro) o 40 aminoacidos (linea verde obscuro) y el
promedio se compara con el valor energético por aminoacido A) Andlisis energético del receptor hP2X1. Las
secciones consideradas como probleméticas dentro de la estructura se encuentran en la seccion inicial y final
de la secuencia. B) Andlisis energético del receptor del receptor hP2X1del. Las secciones consideradas como

problematicas dentro de la estructura se encuentran en la seccién inicial y final de la secuencia.
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1° Sitio de
unién al ATP

2° Sitio de
unién al ATP

Figura 7. Andlisis de cavidades en el receptor hP2X1.

Mapa electroestatico del receptor hP2X1 generado y visualizado con el programa Pymol v1.8.6, el color azul
representa potenciales positivos, mientras que el rojo representa potenciales negativos. La flecha morada
sefiala el 1° sitio de union al ATP anteriormente reportado y la flecha verde sefiala el 2° sitio de union

propuesto.
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Figura 8. Vista superficial de los sitios de unién al ATP de los receptores hP2X1 y hP2X1del.

A) Vista frontal del receptor construido por homologia hP2X1 con las moléculas de ATP acopladas a los sitios de
union en el receptor hP2X1, en el circulo rojo se resalta el sitio de unién previamente reportado. B) Receptor
hP2X1 resaltando en amarillo los 17 aminoacidos que se pierden en la variante de edicion hP2X1del, se puede
apreciar que parte de ellos se localizan en el sitio de union al ATP. C) Vista frontal del receptor construido por
homologia hP2X1del la molécula de ATP acoplada al sitio de unién propuesto que se encuentra conservado en

el receptor hP2X1 canénico. 28
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Figura 9. Analisis de acoplamiento molecular en el receptor hP2X1.

A) Vista frontal del receptor construido por homologia P2X1 acoplado al ATP en el primer sitio de unién, se
pueden observar los contactos polares entre el ligando y los residuos circundantes. B) En el grafico se observa
en nimero de conformaciones en funcién de la energia de unién en Kcal/mol. El andlisis energético de union de
100 posiciones distintas del ATP en el 1° sitio del receptor hP2X1 demuestra que la mayoria de las posiciones

se unen al receptor con un AG= -13.5 Kcal/mol.
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Figura 10. Andlisis de acoplamiento molecular en el receptor hP2X1.

A) Vista frontal del receptor construido por homologia P2X1 acoplado al ATP en el segundo sitio de union al
ATP, se pueden observar los contactos polares entre el ligando y los residuos circundantes. B) En el grafico se
observa en nimero de conformaciones en funcion de la energia de union en Kcal/mol. El analisis energético de
union de 100 posiciones distintas del ATP en el 2° sitio del receptor hP2X1 demuestra que la mayoria de las

posiciones se unen al receptor con un AG= -7.0 Kcal/mol.
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Figura 11. Esquema 2D de la interaccién del ATP con los aminoacidos circundantes en el 2° sitio de

unién propuesto en el receptor hP2X1.
El esquema 2D del acoplamiento molecular en el 2° sitio nos permite visualizar las interacciones que existen
entre el ATP y los aminoacidos circundantes. Los aminoacidos que se determinaron como importantes en la

union del ATP son la ARG197 y la LYS322

31



15 4

# Conformaciones

6.0 5.5 5.0 4.5 -4.0 -3.5 -3.0

Energia de unién (Kcal/mol)

Figura 12. Analisis de acoplamiento molecular en el receptor hP2X1.

En el grafico se observa en niumero de conformaciones en funcion de la energia de union en Kcal/mol. El
andlisis energético de union de 100 posiciones distintas del ATP en el sitio propuesto de unién en el receptor

hP2X1del demuestra que la mayoria de las posiciones se unen al receptor con un AG= -6.1 Kcal/mol.
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Figura 13. Amplificacion del receptor hP2X1 con los oligos disefiados para generar la mutacién puntual
K322A.
Se observa un producto de PCR de un peso aproximado de 6,200 pb, que corresponde al tamafio del receptor

hP2X1 inserto en el vector pPCDNA3, prueba indirecta de la presencia de la mutacion K322A.
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CAGTAACGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCTG
CAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCTAT
TCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTT
CTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTG
GAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCA
TTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGC
AAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGC
TCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCC
ACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCA
GCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTT
CCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAA
ACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTT
TTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAA
ACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAAGGGAT
TTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAATTTA
ACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAAGTCCC
CAGGCTCCCCAGCAGGCCAGAAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTTAGTC
AGCAACCAAGGTGGTGGGAAAGGTCCCCCAGGCCTCCCTCAGCCAAGGCAG
AAGGTATGCTAAAGGCCATGGCAATTCTTCAAATTTAGTCCAGGCAACCATAA
GTTCCCCGCCCCCTTAACCTCCGCCAATTCCCCGGCCCCCTAACTTCGGGCC
CCAAGTTTCCGACTCCAAATTTCCTTCTCGACCCCCCCAATTGATGATGGCAC
GGCGGTTCCAGGAGGAGCTGGCCGCCTTCCTCTTCGAGTATGACACCCCCC
GCATGGTGCTGGTGCGTAATAAGAAGGTGGGCGTTATCTTCCGACTGATCCA
GCTGGTGGTCCTGGTCTACGTCATCGGGTGGGTGTTTCTCTATGAGAAGGGC
TACCAGACCTCGAGCGGCCTCATCAGCAGTGTCTCTGTGAAACTCAAGGGCC
TGGCCGTGACCCAGCTCCCTGGCCTCGGCCCCCAGGTCTGGGATGTGGCTG
ACTACGTCTTCCCAGCCCAGGGGGACAACTCCTTCGTGGTCATGACCAATTT
CATCGTGACCCCGAAGCAGACTCAAGGCTACTGCGCAGAGCACCCAGAAGG
GGGCATATGCAAGGAAGACAGTGGCTGTACCCCTGGGAAGGCCAAGAGGAA
GGCCCAAGGCATCCGCACGGGCAAGTGTGTGGCCTTCAACGACACTGTGAA
GACGTGTGAGATCTTTGGCTGGTGCCCCGTGGAGGTGGATGACGACATCCC
GCGCCCTGCCCTTCTCCGAGAGGCCGAGAACTTCACTCTTTTCATCAAGAAC
AGCATCAGCTTTCCACGCTTCAAGGTCAACAGGCGCAACCTGGTGGAGGAGG
TGAATGCTGCCCACATGAAGACCTGCCTCTTTCACAAGACCCTGCACCCCCT
GTGCCCAGTCTTCCAGCTTGGCTACGTGGTGCAAGAGTCAGGCCAGAACTTC
AGCACCCTGGCTGAGAAGGGTGGAGTGGTTGGCATCACCATCGACTGGCAC
TGTGACCTGGACTGGCACGTACGGCACTGCAGACCCATCTATGAGTTCCATG
GGCTGTACGAAGAGAAAAATCTCTCCCCAGGCTTCAACTTCAGGTTTGCCAG
GCACTTTGTGGAGAACGGGACCAACTACCGTCACCTCTTCAAGGTGTTTGGG
ATTCGCTTTGACATCCTGGTGGACGGCGLGGCCGGGAAGTTTGACATCATCC
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CTACAATGACCACCATCGGCTCTGGAATTGGCATCTTTGGGGTGGCCACAGT
TCTCTGTGACCTGCTGCTGCTTCACATCCTGCCTAAGAGGCACTACTACAAGC
AGAAGAAGTTCAAATACGCTGAGGACATGGGGCCAGGGGCGGCTGAGCGTG
ACCTCGCAGCTACCAGCTCCACCCTGGGCCTGCAGGAGAACATGAGGACATC
CTGACATAAGACGCGCTCGGATCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAAT
TCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCAGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCC
CTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTG
CCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGAC
CCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCAT
CGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGG

Figura 14. Analisis de secuenciacion del receptor hP2X1 ligado al vector PCDNAS.

Secuencia de nucleétidos de la proteina hP2X1 ligada al vector PCDNA3. En amarillo se resalta el inicio y fin
de la secuencia nucleotidica correspondiente al P2X1 y en verde se resaltan 2 nucleétidos, correspondientes al
cambio K322A.
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