Biofisica molecular
(Esteve Padros, ed.)

Treballs de la SCB. Vol. 53 (2002) 77-90

TECNIQUES BIOINFORMATIQUES APLICADES A LA
MODELITZACIO I SIMULACIO DE ESTRUCTURA I ACTIVITAT
DE RECEPTORS ACOBLATS A PROTEINES G

XAVIER DEUPI, MIREIA OLIVELLA 1 LEONARDO PARDO"

Laboratori de Medicina Computacional. Unitat de Bioestadistica. Facultat de Medicina.
Universitat Autonoma de Barcelona. 08193 Bellaterra.

*Autor corresponent. Adreca electronica: Leonardo. Pardo@uab.es.
Paraules clau: Receptors acoblats a proteines G, modelitzacio, dinamica molecular, TSHr, CCR5.

Key Words: G protein-coupled receptors, modeling, molecular dynamics, TSHr, CCRS5.

RESUM

El receptor de la tirotropina (TSHr) i el receptor de quimiocines CCR5 pertanyen a la fa-
milia dels receptors acoblats a proteines G. Hi ha diverses malalties associades al seu fun-
cionament anomal, des del desenvolupament de tumors a la tiroide fins a la sida. La dificul-
tat de cristallitzar aquests receptors, ja que sén proteines de membrana, fa que només es
conegui l'estructura tridimensional d"una proteina d’aquesta familia, la rodopsina. Partint
d’aquesta estructura s’han utilitzat tecniques bioinformatiques per a desenvolupar models
tridimensionals teorics de TSHr i CCR5. Mitjancant la comparacié de seqiiénciesila cerca en
bases de dades d’estructures tridimensionals s'han identificat els residus Asp®#i Asn”# en
el TSHr i el motiu Thr-X-Pro (TXP) en la segona helix transmembranosa del CCR5, que sén
especifics d’aquestes subfamilies. A través de simulacions de dinamica molecular s’ha ex-
plorat el comportament dinamic d’aquests motius i el seu paper en el mecanisme d’activa-

ci6 dels receptors.

SUMMARY

The thyrotropin receptor (TSHr) and the chemokine receptor CCR5 belong to the family
of G protein-coupled receptors. Several diseases, such as the development of thyroid adeno-
mes or AIDS, are related to its malfunction. These membrane proteins are particularly diffi-



78 XAVIER DEUPI, MIREIA OLIVELLA I LEONARDO PARDO

cult to structurally characterize, so only the high resolution structure of bovine rhodopsin is
available. Starting from this structure and aplying bioinformatic tools we have developed
theoretical models of the THSr and CCR5 structure. Inspection of sequence alignments and
survey of structural databases have lead to the identification of Asp®# and Asn”* in TSHr
and a Thr-X-Pro (TXP) motif in the second transmembrane helix of CCR5, specific within
these subfamilies. The dynamic behaviour of these motifs and its role in the activation
mechanism have been studied by molecular dynamics simulations.

INTRODUCCIO

Els receptors acoblats a proteines G
(GPCR) constitueixen la familia més impor-
tant de proteines que es troba a I'organisme,
amb més de 1000 d’identificats fins ara
(Hornet al., 1998). Aquestes proteines es tro-
ben a la membrana de la céllula i s’encarre-
guen de transmetre els senyals extracellu-
lars cap al seu interior.

Els GPCR s6n capacos d’unir una gran
varietat de lligands en la seva regi6 extra-
cellular, com amines biogeniques, péptids,
glicoproteines, lipids, nucleotids, ions i pro-
teases, i, a més a més, transmeten estimuls
externs com la llum, I'olor i el sabor (Ji et al.,
1998). La uni6 de lligands agonistes estabi-
litza els receptors en una conformacié activa
que afavoreix la uni6 en la seva regi6 intra-
cellular de proteines G. La formacié del
complex ternari lligand-receptor-protei-
na G afavoreix l'intercanvi de GDPa GTP en
la subunitat o de la proteina G. Aquest in-
tercanvi afavoreix la divisi6 de la proteina G
heterotrimerica en les subunitats a i fy, que
son capaces d’influir en diversos sistemes
efectors com, per exemple, 1'estimulacié o
inhibici6 d’adenilat ciclasa, 1'activacié de
fosfolipases i la regulaci6 de l'activitat dels
canals de calci i potassi (Hamm, 1998).

D’acord amb el model del complex ter-
naride l'activacié dels GPCR (Samamact al.,
1993; Leff, 1995), els receptors es troben en
equilibri entre les conformacions inactiva i
activa. En la proteina nativa existeixen una
serie d’interaccions intramoleculars que

mantenen el receptor en un estat inactiu. Els
agonistes s'uneixen amb alta afinitat a la
conformaci6 corresponent a l'estat activat i
estabilitzen canvis conformacionals en al-
guns residus clau i, d’aquesta manera, des-
placen I'equilibri cap a la conformacié acti-
va. L'estabilitzacié de la forma activa del
receptor també pot ser provocada per la
mutacié de certs residus. Els canvis locals
en!’estructura tridimensional del receptor en
unir un lligand o patir una mutacié desen-
cadenen una seérie de canvis, com la proto-
nacié de certs residus o el moviment d’es-
tructures secundaries (Gether et al., 1998).
Aquests canvis inicien el procés de trans-
ducci6 del senyal.

Diverses malalties es troben associades
al funcionament anomal dels GPCR (White-
head et al., 2001; Marinissen et al., 2001). Aixi
doncs, aquests son sistemes que tenen un alt
interes farmaceutic, i s’estima que el 60 %
dels farmacs prescrits estan dirigits a actuar
selectivament sobre aquesta familia de re-
ceptors (Gurrath, 2001).

En el camp de la recerca farmaceutica,
un dels metodes que sutilitzen per a tro-
bar compostos amb activitat farmacologica
és 'anomenat disseny racional de farmacs.
Aquest procediment consisteix en'estudi de
les interaccions moleculars especifiques
de reconeixement entre les molecules del
farmac i de I'objectiu al qual aquest va diri-
git; per exemple, un GPCR. Amb aquesta in-
formaci6, es dissenyen molecules que ac-
tuin especificament sobre un receptor
determinat. Aquests dissenys in silico seran
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Figura 1.
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zona extracellular

cCoo-

Representaci6 esquematica de I’estructura general dels GPCR. La figura mostra la disposicio en set helixs que

travessen la membrana connectades per llagos. El residu més conservat en cada hélix, que s’utilitza en el métode de nume-
raci6 de Ballesteros et al. (vegeu «Métodesy), es ressalta amb fons gris. Altres residus molt conservats es ressalten amb fons

negre.

després provats experimentalment, i po-
dran esdevenir caps de serie a partir dels
quals es desenvolupin farmacs més actius
(Muller, 2000). Per a utilitzar la técnica del
disseny racional cal partir d'una estructura
tridimensional de I’objectiu farmacologic.
La dificultat de cristallitzar proteines de
membrana ha fet que fins fa poc no s’hagi
pogut resoldre mitjangant difraccié de raigs
X la primera estructura tridimensional
d’un membre de la familia dels GPCR, la
rodopsina bovina (Palczewski et al., 2000).
L’estructura revela una diposicié en forma
de set helixs a que travessen la membrana
cellular connectades entre elles a través de
llagos intracellulars i extracellulars (figura
1). Aquesta disposici6 ja havia estat propo-
sada fruit d’estudis de mutagenesi dirigida
i d’estructures de baixa resolucié obtingu-

des mitjancant difraccié d’electrons (Unger
et al., 1997; Baldwin et al., 1997). La seqtién-
cia a la zona transmembranosa de tots els
GPCR esta molt conservada, cosa que fa su-
posar que existeix una gran similitud es-
tructural en aquesta regi6. Aixo permet uti-
litzar I'estructura tridimensional de la regi6
transmembranosa de la rodopsina per a
modelitzar altres GPCR. També, la necessi-
tat d’unir de forma especifica una gran di-
versitat de lligands en la regi6 extracellular
fa pensar en I'existéncia de caracteristiques
estructurals diferenciades i especifiques
per a cada receptor particular. Per a desen-
volupar models especifics de GPCR caldra,
doncs, tenir en compte aquestes divergen-
cies.

El receptor de la tirotropina (TSHr) s’en-
globa dins de la familia 1 dels GPCR, con-
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cretament dins la subfamilia dels receptors
d’hormones glicoproteiques (Gether, 2000).
Aquest receptor es caracteritza per la pre-
séncia d’'un gran fragment aminoterminal,
amb dominis rics en leucina, on s'uneixen
els seus agonistes naturals, les hormones
glicoproteiques (Costagliola et al., 1998; Da
Costa ef al., 1998). El TSHr mostra activitat
constitutiva, és a dir, exhibeix certa activi-
tat en absencia d’agonistes. Aquest compor-
tament també s’explica mitjangant el model
del complex ternari, que proposa que si la
barrera energetica entre les conformacions
inactiva i activa del receptor és suficient-
ment baixa, part de la poblacié pot passar
espontaniament de l'estat inactiu a I'estat
activat, cosa que es tradueix en activaci6
constitutiva en abséncia de senyal. Certes
mutacions poden incrementar de manera
molt important aquesta activitat constituti-
va (Scheer et al., 1996), i algunes d’elles es
troben de forma natural i estan associades a
diverses malalties (Allen ef al., 1991; Duprez
et al., 1997). En aquest treball es mostra com
'analisi d’aquestes mutacions a nivell mo-
lecular en el context del receptor es pot uti-
litzar per a estudiar el mecanisme general
d’activacié dels GPCR i per a identificar-ne
alguns dels residus implicats.

EI CCR5 pertany a la subfamilia dels re-
ceptors de quimiocines, dins també de la fa-
milia 1 dels GPCR, i respon a quatre quimio-
cines naturals: RANTES, MIP1-a, MIP1-B i
MCP2. La importancia d’aquesta proteina
rau en el fet que es tracta d"un coreceptor del
virus d’inmunodeficiéncia humana (VIH), i
la majoria dels homozigots que presenten la
mutacié CCR5A32 no s’expressen en la su-
perficie cellular i, per tant, no uneixen el
VIH, i aixi prevenen de la infecci6 del virus
(Liu et al., 1996). Per tant, la inactivaci6 d’a-
quest receptor mitjancant antagonistes se-
lectius podria portar a un possible metode
terapéutic per a combatre la infeccié del
VIH. Diversos estudis mostren com els resi-

dus de Pro, Thr o Ser distorsionen les heélixs
o (Blundell et al., 1983; Barlow et al., 1988;
Ballesteros et al., 2000). A la segona regi6
transmembranosa (TM2) dels receptors de
quimiocines es troba un motiu de seqiiéncia
Thr-residu hidrofobic-Pro (TXP) caracteris-
tic i molt conservat. Els resultats mostren
que aquesta combinacié de Thr i Pro aporta
unes caracteristiques estructurals especifi-
ques ala TM2 que afectarien la conformaci6
de la resta del receptor.

MATERIALS I METODES
Numeracio dels residus

Per a identificar els residus dins d'una
seqiliencia determinada s’ha utilitzat el sis-
tema de numeracié de Ballesteros i Weins-
tein (Ballesteros et al., 1994), on la posici6 de
cada residu s’especifica mitjancant dos
nombres: el primer correspon a 'helix en la
qual es troba el residu, i el segon defineix la
seva posicio relativa al residu més conservat
en aquella helix, al qual se li assigna arbitra-
riament la posici6 50. Per exemple, Asn®*
del receptor TSHr huma correspon a Asn’#’,
ja que es troba immediatament abans de la
Pro altament conservada de TM7.

Modelitzacié del TSHr

El domini transmembrands del TSHr
s’ha construit mitjancant modelitzacié com-
parativa, utilitzant com a patré l'estructura
tridimensional de la rodopsina bovina. Per
a construir el model, primer s’alineen les se-
qiiencies de rodopsina i del receptor per
modelitzar utilitzant com a punts de refe-
réncia els residus altament conservats pre-
sents en els dominis transmembranosos de
tota la familia dels GPCR (figura 1). A conti-
nuacid, se substitueix la sequéncia del re-
ceptor sobre les coordenades atomiques de



I'esquelet peptidic de la rodopsina. Alla on
els residus coincideixen, a més a més es
mantenen les coordenades de les cadenes
laterals. En els residus que difereixen, les
orientacions de les cadenes laterals s’escu-
llen utilitzant una biblioteca de rotamers
que té en compte la configuracié de l'esque-
let peptidic (McGregor et al., 1987). Aquesta
estructura s'utilitza com a punt de partida
per a 'estudi posterior mitjancant simula-
cions de dinamica molecular, tal com s’ex-
posa més endavant.

Analisi del domini estructural TXP en
bases de dades d’estructures
tridimensionals de proteines i
simulacions de dinamica molecular

S’ha portat a terme una cerca de seg-
ments d’helix a que continguin els motius
TXP 0 SXP, on X denota qualsevol residu, en
una edicié recent del Protein Data Bank
(Berman et al., 2000). En aquesta cerca s'in-
clouen tant proteines globulars com trans-
membranoses, a causa de la migradesa d’es-
tructures tridimensionals de proteines de
membrana. Es van inspeccionar les estruc-
tures amb una resolucié igual o superior a
3 A, i es van eliminar aquells segments que
presentaven més d'una Pro, o bé altres resi-
dus de Thr o Ser a prop de la Pro. A més a
més, es van eliminar aquelles estructures on
hi havia molecules d’aigua interaccionant
amb l'esquelet de I'helix a, ja que provo-
quen distorsions que no es donen en l'en-
torn hidrofobic de les proteines de membra-
na. L’angle de doblegament d’aquestes
estructures es calcula com a I'angle entre els
eixos de I'helix abans i després de la Pro.

Per a coneixer les propietats conforma-
cionals de les helix a que contenen el motiu
TXP s’han portat a terme simulacions de di-
namica molecular del peptid Ace-Alall-X-
Alall-Nme, on X és AAP, TAP o SAP. Les
Ser i Thr s’han estudiat en diverses confor-
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macions, ja que el patr6 de ponts d’hidrogen
intramolecular depen de la conformacié de
la cadena lateral (Ballesteros et al., 2000).
Aquestes simulacions s’han portat a terme
en les condicions que s’exposen a continua-
cio6.

Simulacions de dinamica molecular

En aquestes simulacions s’estudia I'evo-
lucié temporal de les propietats estructu-
rals de les regions transmembranoses. Per a
representar 'entorn hidrofobic del cor de la
membrana lipidica on es troben immersos
aquests receptors s’utilitza una capsa de
molecules de meta. La densitat de 0,4-0,5 g+
cm~? de la capsa de metans és d’aproxima-
dament la meitat de la densitat observada
en la membrana cellular. Aixo és degut a la
diferent distancia d’equilibri entre els car-
bonis a la caixa de metans i a la cadena po-
licarbonada del lipid. Aquesta aproximaci6
ha estat validada tot comparant els angles
de torsid ¢ i y de I'esquelet de proteines de
membrana depositades al Protein Data
Bank i simulacions de dinamica molecular
(Olivella et al., 2002). Es important ressaltar
que l'estructura dels llagos que connecten
les helixs transmembranoses, i que estan
exposades a l'entorn hidrofilic, no esta
modelitzada a causa de la falta d’homolo-
gia entre les diferents families de GPCR.
Aix0 no ens permet modelitzar la interfase
amb aigua. Aquest meétode o d’altres simi-
lars ja han estat emprats previament per a
estudiar el comportament dinamic de pro-
teines de membrana (Aqvist et al., 2000; Go-
vaerts et al., 2001; Govaerts et al., 2001). El
sistema receptor-meta se sotmet a 500 itera-
cions de minimitzaci6é d’energia, i 1,5 ns de
dinamica molecular a volum constant fent
servir el metode particle mesh Ewald per a
avaluar les interaccions electroestatiques.
Tots els calculs de dinamica molecular
s’han portat a terme utilitzant el programa
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Figura 2. Alineament multiple de seqiiencies de les regions TM6-ECL3-TM?7 de receptors de glicohormones i de la rodop-
sina bovina. Per claredat, només es mostren les seqiiéncies d’alguns receptors de diversos organismes, des de mamifers fins
aanemones marines, i la de larodopsina bovina. Per a identificar els residus s’utilitza el sistema de numeracio generalitzat de
Ballesteros et al. (vegeu «Metodesy). Els residus Asp 6.44 i N7.45 es mostren en negreta, i els residus intercanviats es res-
salten. Els limits de les hélixs s’han escollit d’acord amb els observats en I’estructura tridimensional de la rodopsina bovina.

AMBER 5. Aquest programari s’ha mostrat
capag de reproduir canvis conformacionals
del DNA i de les proteines (Duan et al.,
1998).

RESULTATS I DISCUSSIO

TSHr com a model per 'estudi del
mecanisme d’activacié dels GPCR

L’alineament de les seqiiencies de TM6 i
TM7 dels receptors de glicohormones (figu-
ra 2) permet veure els motius de seqiiéncia
conservats dins d’aquesta familia com, per
exemple, Pro®® a TM6 o NPxxY a TM?7.
Mentre que aquests dos motius es troben al-
tament conservats en tots els GPCR, I’ Asp®#
només es troba conservat dins de la familia

dels receptors de glicohormones; dins de la
familia de la rodopsina, aquesta posici6 esta
ocupada per una Phe o una Tyr en un 81 %
dels casos.

L’estudi d’aquest alineament revela un
fet notable: en la seqiiéncia corresponent al
receptor DLGR1 de Drosophila la posici6
6.44 esta ocupada per una Asn en lloc de
I’Asp conservat dins d’aquesta familia. En
aquesta mateixa seqiiéncia la posici6 7.49 ja
no correspon a la Asn del motiu NPxxY,
sin6 que correspon a un Asp, és a dir, que
aquestes dues posicions es troben intercan-
viades. Aquests tipus de mutacions correla-
cionades suggereixen una interaccié directa
entre ambdés residus (Larson et al., 2000). A
més amés, enl’estructura cristallografica de
larodopsina, aquestes dues posicions es tro-
ben encarades i prou a prop per a poder per-



metre una interaccié entre les cadenes late-
rals. Per altra banda, la mutaci6é de Asp®*
ha estat trobada en una serie d’adenomes de
la tiroide, i esta associada a 1’activacié cons-
titutiva del receptor. Aixi doncs, s’hipotetit-
za que la interacci6 entre Asp®* i Asn”# és
important per a mantenir el receptor en la
seva conformacio inactiva.

Per a comprovar aquesta hipotesi es van
portar a terme una serie de simulacions de
dinamica molecular dels dominis trans-
membranics del receptor de TSH, i es van
analitzar les interaccions entre els residus
de TM6 i TM7. Durant tota la simulaci6 del
model de la proteina nativa, es pot observar
com Asp®# i Asn’# interaccionen mitjan-
¢ant una interacci6 de pont d’hidrogen.
Aquesta interacci6 entre TM6 i TM7 en rea-
litat involucra una xarxa més complexa
d’interaccions. Per exemple, Asn’#, que es
troba just per sobre de Asn’#, interacciona
també amb Asp®* i amb Asn’#’, mentre que
Asp®# també forma un pont d’hidrogen
amb Ser*¥. Per a comprovar en el model la
importancia d’aquestes interaccions en I'es-
tructurail’activitat del receptor s’han portat
a terme simulacions de dinamica molecular
sobre diferents mutants del TSHr, que eli-
minen o bé modifiquen aquestes interac-
cions (figura 3).

D6.44A: L’abséencia de la cadena polar en
la posici6 6.44 comporta l'eliminacié la
interaccié amb Asn’#, cosa que obliga a una
reestructuraci6 de les cadenes laterals dels
residus involucrats en les interaccions entre
TM6 i TM7. Per exemple, en aquest mutant
s’observa com Asn’* rota per poder inter-
accionar amb Asp>®.

D6.44N: En aquest mutant, en canvi, es
mantenen les interaccions entre TM6 i TM?7,
ja que les dues Asn en les posicions 6.44 i
7.49 poden interaccionar mitjancant enlla-
cos de pont d’hidrogen. A més a més, Asn”+
forma una interacci6 addicional amb Thr®4.

N7.49A: En aquest mutant es perd la
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interacci6 entre 7.49 i 6.44, ja que Ala i Asn
no poden interaccionar mitjancant interac-
cions de pont d’hidrogen. Malgrat aixo,
TM6 i TM7 encara interaccionen mitjancant
I'enllag de pont d’hidrogen format entre
Asp®# i Asn”#. Asp®# també interacciona
amb Thr®#,

N7.49D: En aquest mutant es produeix
un canvi molt important en la xarxa d’inte-
raccions entre les helixs TM6 i TM7. La re-
pulsio electrostatica entre Asp®* i Asp”,
ambdds aspartics en aquest mutant, fa que
el primer s’allunyi de TM7 i vagi cap a TM3,
i formi dos ponts d’hidrogen amb Ser®* i
Ser®¥, mentre que el segon interacciona
amb Asn”#° i Thré®,

D6.44N/N7.49D: En aquest mutant, que
correspon al receptor de Drosophila, el patr6
de la xarxa de ponts d’hidrogen esta invertit
respecte al de la proteina nativa, pero es
mantenen les interaccions entre TM6 i TM7.
L’aspartic Asp’# interacciona amb Asn®#
i Asn’*. A més, Asn®* interacciona amb
Asn’451Ser339,

Com s’ha vist, hi ha diverses raons que
apunten envers |'existéncia d'una interaccié
directa entre Asp®* i Asn’# en el TSHr. Es
proposa com a hipotesi que aquesta interac-
ci6 entre Asp®#i Asn’#’ manté el receptor en
la conformaci6 inactiva, i que les mutacions
quela trenquin portaran I’activacié esponta-
nia del receptor mutant. Per exemple, la mu-
tacié N7.49D provoca la repulsio electrosta-
tica entre les posicions 6.44 i 7.49, i provoca
I'activacié del receptor. El receptor es podria
tornar a l'estat inactiu rescatant aquesta
interaccié mitjancant la mutacié comple-
mentaria D6.44N, i obtindriem aleshores la
situacié corresponent al receptor de Droso-
phila. Aquesta hipotesi s"ha comprovat ex-
perimentalment: la mutacié N7.49D aug-
menta I'activacié constitutiva més de quinze
vegades, mentre que la doble mutaci6
N7.49D/D6.44N recupera l'activitat basal
de la proteina nativa (Govaerts et al., 2001).
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Les simulacions de dinamica molecular  que en la proteina nativa la intencié Asn’-
suporten aquesta hipotetica interacci6, ja ~ Asp®* es manté durant tota la trajectoria, i

M7.49A

N7.49D

Fiura 3. Estructures representatives dels diferents models de TSHr. Per a cada sistema s’ha escollit una estructura repre-
sentativa de la simulacié de dinamica molecular. Les etiquetes dels panells indiquen el mutant que es representa. Es mostra
una visio local de les helixs TM6 i TM7, on les hélixs es mostren com cintes acolorides i les cadenes laterals dels residus
d’interés com barres solides. Els atoms de carboni es mostren en verd, els de nitrogen en blau, els d’oxigen en vermell i els
d’hidrogen en blanc. Els enllagos per pont d’hidrogen es representen mitjancant linies de punts blancs. Els residus estan nu-
merats segons 1’esquema general de numeraci6 de Ballesteros et al. (vegeu «Métodesy).



aixo indica que aquesta interaccié encaixa
bé en el model tridimensional de la rodopsi-
na. El mateix passa amb les simulacions del
doble mutant D6.44N/N7.49D. Les simula-
cions, a més a més, poden ajudar a proposar
una explicaci6 als diversos fenotips asso-
ciats amb els diversos mutants del TSHr. En
la completa eliminacié de la interacci6
Asn”#-Asp®#, per exemple, les mutacions
N7.49D o D6.44A provoquen els majors
augments de l'activitat basal, mentre que
I’afebliment de la interaccié només compor-
ta un augment moderat de I'activitat consti-
tutiva, per exemple en els mutants D6.44N i
D6.44N/N7.45D (Govaerts et al., 2001). Cal
remarcar que, encara que el mutant N7.49A
no esta constitutivament activat i uneix el
lligand amb la mateixa afinitat que la protei-
na nativa, no es veu activat en absolut per la
hormona. Aixo permet deduir que aquest
residu duu a terme algun paper important
durant’activacié. Es proposa que, un cop el
receptor s’activa i es trenca la interacci6 en-
tre Asp®* i Asn’, aquest ultim residu
s’orientaria cap als residus Asp**’-Asn!'®,

Estat inactiu

@@
S{O)

Figura 4. Model del primer pas de I’activacié del TSHr. En estat inactiu I’ Asn
la figura). La uni6 d’un agonista o certes mutacions trenquen aquesta interaccio, i fan que I’Asn
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altament conservats en els GPCR (figura 4).
D’aquesta manera s’alteraria la xarxa d’inte-
raccions que estabilitza l'estat inactiu del
receptor, cosa que podria portar a una reor-
ganitzacié que provoqués canvis en l'es-
tructura global del receptor, com movi-
ments de les TM3 i TM6, que portessin a
I'estabilitzaci6 de la conformacié activa.
Asp®* només esta conservat en la familia
dels receptors de glicohormones. En la resta
de GPCR, el seu paper en el manteniment de
I'estat inactiu del receptor el podrien realit-
zar la Tyr o Phe que es troben en aquesta po-
sicié, mitjancant un tipus diferent d’interac-
cié amb els residus propers.

Estudi de la influéncia del motiu TXP en
l’estructura del CCR5

L’analisi de la seqtiéncia aminoacidica
dels receptors de quimiocines revela la pre-
séncia d'una Thr a la posici6 2.56 i una Pro a
2.58 que constitueixen un motiu TXP alta-
ment conservat, que també es troba present
en altres receptors de peptids. En alguns ca-

Estat actiu
D
ODR

749 interacciona amb Asp®* (no es mostra a

749 es reorienti cap als residus

Asn'*i Asp?, D’aquesta manera es reorganitzen les interaccions polars d’aquesta regio del receptor, i es provoquen canvis

que el porten a I’activacio.
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2.50 2.56
] | 2.58
rodopsina PLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTSLH
CCR1 MTSIYLLNLAISDLLFLFTLPFWIDYKLKD
CCR2 LTDIYLLNLATSDLLFLITLPLWAHSAANE
CCR3 MTNIYLLNLAISDLLFLVTLPFWIHYVRGH
CCR4 MTDVYLLNLAISDLLFVFSLPFWGYYAADQ
CCR5 MTDIYLLNLAISDLFFLLTVPFWAHYARAQ
CCR6 MTDVYLLNMAIADILFVLTLPFWAVSHATG
CCR7 MTDTYLLNLAVADILFLLTLPFWAYSAAKS
CCR8 ITDVYLLNLALSDLLFVFSFPFQOTYYLLDQ
CCRY MTDMFLLNLAIADLLFLVTLPFWAIAAADQ
CCR10 PTSAHLLQLALADLLLALTLPFAAAGALQG
CXCR1 VTDVYLLNLALADLLFALTLPIWAASKVNG
CXCR VTDVYLLNLALADLLFALTLPIWAASKVNG
CXe3 STDTFLLHLAVADTLLVLTLPLWAVDAAVQ
CXCR4 MTDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVAN
CXCR5 STETFLFHLAVADLLLVFILPFAVAEGSVG
CXCR6 LTDVFLVNLPLADLVFVCTLPFWAYAGIHE
CX3CR1 VTDIYLLNLALSDLLFVATLPFWTHYLINE
XCR1 LTNIFILNLCLSDLVFACLLPVWISPYHWG
Figura 5. Alineament de les seqliéncies del fragment

TM2 de diversos receptors de quimiocines i de la rodopsina
bovina. Per claredat només es mostren seqiiéncies correspo-
nents a humans. Els residus estan numerats segons 1’esque-
ma general de Ballesteros ez al. (vegeu «Metodesy). Els mo-
tius TXP i SXP estan marcats en negreta. S’ha afegit a
I’alineament la seqiiéncia corresponent al segment TM2 de
la rodopsina bovina, cosa que permet observar 1’alt grau de
conservaci6 en la regi6 citosolica.

sos la posici6 2.56 és ocupada per una Ser, i
forma, doncs, un motiu SXP (figura 5). En
canvi, en la rodopsina, les posicions 2.56 i
2.57 estan ocupades per dues Gli. L’alinea-
ment de seqiiéncies també mostra com I'es-
tructura primaria de les quimiocines a la
part citosolica és molt semblant a la de la ro-
dopsina, perd que a partir del motiu TXP
aquestes presenten diferéencies en 1'estruc-
tura primaria que ens apunta envers una es-
tructura i funcio caracteristica en la part més
extracellular del receptor.

La cerca de motius TXP i SXP realitzada
en el Protein Data Bank déna com a resultat
sis segments, que presenten un elevat angle
d’inclinaci6, de fins a 49° (taula 1). L’angle
d’inclinacié que provoca la Pro en solitari és

aproximadament d'uns 25°; per tant, sembla
que la presencia de residus de Ser o Thr pro-
voca un increment d’aquest angle. Tot i aixi,
el reduit nombre de casos fa que aquest re-
sultat només sigui orientatiu.

Per a entendre aquest canvi en la magni-
tud del’angle de doblegament s’han emprat
simulacions de dinamica molecular d"una
helix o model que conté els motius AAP,
TAP i SAP. Els resultats es mostren en la
taula 2. Per cada motiu estructural es mostra
la mitjana en graus i la desviaci6 estandard
de l'angle d’inclinaci6 obtingut en les simu-
lacions. Cada valor s’obté sobre una mostra
de 100 estructures igualment espaciades
durant la dinamica. S’ha utilitzat una analisi
de la variancia d"un factor i una prova t de
Dunnet unilateral per a determinar si els an-
gles d’inclinaci6 dels diferents motius dife-
reixen significativament del control AAP.
Els asteriscs denoten diferéncies significati-
ves respecte el control AAP (p < 0,001).
Aquests resultats mostren de quina manera
per al sistema AAP l'angle d’inclinaci6 és
d’uns 20°, valor que concorda amb ’obtin-
gut en altres estudis de la distorsié provoca-
da per la Pro (Barlow et al., 1988). En canvi,
la presencia de Ser o Thr dues posicions
abans de la Pro fa que 'angle d’inclinacié
augmenti fins a 28-35°. Aixo és degutala ca-
pacitat d’aquests residus de formar un pont
d’hidrogen entre la seva cadena lateral i el
I'esquelet de I'helix. A més a més, 1'analisi
de les simulacions indica que la magnitud i
la direcci6 de la inclinacié de I'helix o depe-
nen de les conformacions de Ser i Thr.
Aquestes conformacions es diferencien en
I'orientacié de I'hidroxil de la cadena late-
ral, que indueix diferents tipus de pont d’hi-
drogen intramolecular (Gray et al., 1984).
Aixi, en les conformacions g+ig-dela Thri
g+ delaSer el pont d’hidrogen intramolecu-
lar es forma amb el carbonil en la posici6 i-4,
mentre que en la conformacié g- de la Ser es
forma amb el carbonil en i-3 (figura 6a i 6b).
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PDB id Motiu Segment helical Posicié Pro Angle d’inclinacio
1VHB TVP A7—>A20 A15 28°
1FTY TDP 823856 838 44°
1B7E TDP 349379 373 49°
1RVE SRP B37—B59 B50 26°
1AR1 SLP A219—-A248 A236 35°
1AR1 SLP B85—B103 B98 29°
Taura 1. Angles d’inclinacio dels motius (T/S)XP trobats al Protein Data Bank.

Aquest petit canvi en la xarxa d’interaccions
que estabilitza I'helix a provoca un gran
canvi en la seva estructura global, incre-
menta |"angle d’inclinaci6 fins a 35° i canvia
la direccié del doblegament. Estructures
representatives de les simulacions dels sis-
temes TAPg+ i SAP g- s"han superposat so-
bre la de AAP, que s’utilitza com a sistema
de referéncia (figura 6c).

Si s’observa l'estructura tridimensional
de la rodopsina sembla que les dues glici-
nes a les posicions 2.56 i 2.57 provoquen
que TM2 s’apropi a TM1, a causa de 'incre-
ment de flexibilitat que proporcionen
aquests residus. En aquesta regio, el CCR5
presenta un motiu TVP. La informacié ob-
tinguda de les simulacions del motiu TXP
s’ha utilitzat per a estudiar els canvis es-
tructurals que pot provocar aquesta dife-
réncia en les seqiiéncies. Sobre el segment
TM2 de I'estructura de la rodopsina s’han

. Angle de Desviacié

Motiu torsio estandard
AAP 19.9° 7.3
TAP g+ 28.4° 7.1
TAP g- 26.6° 7.8
SAP g+ 30.1°, 11.9
SAP g- 35.0°, 10.0
CAP g+ 31.3° 10.8
VAP 21.0° 5.5

Taura 2. Angle d’inclinacié mesurat en les diferents si-
mulacions.

superposat les estructures resultants de les
simulacions de les helixs oo model amb els
motius TAP i AAP (figura 6d). Aquest exer-
cici de modelitzacié6 permet observar que
mentre que la preséncia d’una prolina sola
provocaria que TM2 s’aproximés cap a la
TM3, la presencia de la TAP doblega encara
més la TM2 cap a la TM3 i la dirigeix cap el
centre del receptor. Aixi doncs sembla que
el motiu TXP provocaria un acostament en-
tre la TM2 i TM3, mitjangant la modulaci6
del doblegament induit per Pro. Aquesta
hipotesi es veu reforcada per la presencia a
la part extracellular de la TM2 i TM3 de re-
sidus aromatics, que podrien estabilitzar
aquest acostament a través d’interaccions
de tipus hidrofobic.

CONCLUSIONS

Mitjancant modelitzacié molecular s’ha
estudiat el paper de la interacci6 entre els re-
sidus Asp®# i Asn”# del TSHr en el seu me-
canisme d’activacié. Es planteja la hipote-
si que el trencament d’aquesta interacci6 fa
que Asn’# s’orienti cap als residus Asp*’-
Asn!®, i desencadeni canvis en I'estructura
del receptor que portarien a 'estabilitzacié
de la conformacié activa.

Per altra banda, s"ha identificat el motiu
de seqtiencia TXP en els receptors de qui-
miocines. L’analisi de bases de dades d’es-
tructures i de simulacions de dinamica mo-
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FiGura 6. Influencia del motiu TXP en el CCRS. a) Patré dels ponts d’hidrogen intramoleculars. La figura representa la
distancia del pont d’hidrogen (en A) d’acord amb el temps transcorregut en la simulacié (en ps). Es pot veure com TAP g+ i
g—1SAP g+ formen el pont d’hidrogen amb el residu i-4 (en taronja), mentre SAP g— el forma amb i-3 (en blau). b) Repre-
sentaci6 del pont d’hidrogen entre la cadena lateral i el carbonil del residu en i-4 (taronja) i el carbonil del residu en i-3 (blau).
c¢) Efecte dels motius estructurals AAP i TAPg+ en la conformacid de les hélixs a. En la figura es mostren estructures repre-
sentatives extretes de les simulacions de dinamica molecular dels sistemes AAP (en groc) i TAPg+ (en vermell) en el context
de I’estructura tridimensional de la rodopsina bovina (Rho). Les dues h¢lixs estan superposades sobre TM2 de la rodopsina
per la regio citoplasmatica, que és la que mostra un grau més alt de conservacio6 de seqiiéncia. d) Nou model del CCRS. Les
helixs de rodopsina es mostren com cilindres de color turquesa, excepte la part extracellular de TM2, que es mostra com una
cinta. La perspectiva de la figura correspon a la visi6 del receptor des de la part extracellular. Es pot veure com la influéncia
de la Thr sobre la distorsio6 causada per la Pro fa que I’h¢lix es doblegui cap a I’interior del receptor.

lecular mostren que aquest motiu té lacapa-  del especific per al CCR5, on es pot veure
citat d’accentuar i modular el doblegament com la part extracellular de TM2 es colloca
de les helixs o induit per la Pro. Amb aques-  en el centre del receptor i molt a prop de
tainformacié s’ha desenvolupatunnoumo- TM3.



Aixi doncs, aquest treball representa un
pas més envers la construccié de models
tridimensionals de GPCR, que ens po-
den permetre entendre el funcionament
d’aquests receptors (Govaerts et al., 20014;
Govaerts et al., 20010) i ens pot ajudar en el
disseny de lligands selectius (L6pez-Rodri-
guez et al., 2001).
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