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RESUMEN

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio
cerebral en los vertebrados. Tradicionalmente los neurorreceptores sensibles a
GABA han sido clasificados en dos subtipos farmacoldgica y estructuralmente
distintos: los que por si mismos forman canales i6nicos (receptores GABAL y
GABA(); y aquellos que estdn acoplados indirectamente a canales idnicos
(GABAg). Del primer subtipo, los receptores GABAc pueden formar
homopentameros funcionales cuando son expresados en sistemas heterdlogos y
estan integrados por subunidades llamadas p; estas estan constituidas por
dominios funcionales, de los que cabe destacar una o hélice transmembranal que
forma el poro del canal. Algunos de los residuos centrales en este dominio son de
caracter hidréfobo y se encuentran conservados en otros receptores miembros de
esta misma familia. El residuo L9’ que forma parte del poro, es uno de los mas
conservados evolutivamente; para este estudio valoramos su funcionalidad en el
neurorreceptor humano GABAc pl. Realizamos mutaciones puntuales generando
asi dos cambios llamados L9’E, y L9’l. El efecto de las mutaciones sobre la
funcion del receptor se evalué mediante técnicas electrofisioldgicas utilizando
como modelo de expresion el ovocito de Xenopus laevis. Los receptores mutantes
no fueron funcionales cuando se inyectaron independientemente; sin embargo al
coexpresar las subunidades mutantes con subunidades p1 silvestres encontramos
algunos cambios significativos, especificamente en el caso del heteromero L9’E
+p1 silvestre, en que las bajas concentraciones de GABA (1x10”7 M) generaron
una corriente saliente, no obstante el idn permeante en estos receptores es Cl” de
acuerdo a lo predicho por la ecuacion de Nernst, y semejante a lo que ocurre en el
receptor pl. Considerando todo lo anterior, sugerimos que este residuo es muy

importante para controlar la funcionalidad del flujo i6nico del receptor.
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ABSTRACT

The y-aminobutiric acid (GABA) is the main inhibitory neurotransmitter in the
brain of vertebrates. Traditionally the GABA sensitive neuroreceptors had been
classified in two pharmacologic and structural subtypes: those that by themselves
form ionic channels (GABAA and GABA(); and those coupled to ionic channels
indirectly (GABAg). GABA( receptors form functional homopentamers when
expressed in heterologous systems and are assembled by p subunits. They are
constituted by functional domains of which a transmembrane o helix is lining the
ion-channel. Some of the residues of this domain are hydrophobic and conserved
in other receptors that belong to the same family. The L9’ residue which lines the
pore is evolutively conserved. This work deals with the functional properties
conferred by this residue in the human neuroreceptor GABAc pl. We generated
single-site mutants giving rise to two substitutions (L9’E, and L9’I). The effects
on the receptor were evaluated by electrophysiology in Xenopus laevis oocytes.
The mutant receptors were non-functional when injected independently;
nevertheless co-expressing the mutant subunits together with pl wild-type
significant changes were observed. Specifically, heteromeric L9’E +p1 wild type,
where GABA (1x107 M) generated an outward current. Interestingly, the
permeating ion in these receptors is Cl’, in agreement with the Nernst equation,
and similar to what occurs in pl. Taking all together, we suggest this residue is

very important to control the function of the receptor ion-pathway.
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INTRODUCCION

Cuando hablamos de un receptor podemos pensar en conceptos muy distintos.
Esta disimilitud surge porque existe una gran cantidad de significados asociados
con esta palabra. Existen distintos tipos de receptores; por ejemplo, sélo en
fisiologia existen receptores de temperatura, de presion, cinestésicos, gustativos,
de hormonas, de luz, musculares, olfatorios, entre otros (Guyton y Hall, 1997).

En Biologia Celular, un receptor es descrito como: una organizacion
molecular con distinto grado de complejidad, localizada en la membrana o en el
interior de la célula, cuya interaccion con entidades fisioldgicas variadas
(neurotransmisores, hormonas, toxinas, opidceos, medicamentos, etc.) inicia los
mecanismos celulares de respuesta correspondientes. A dicha molécula capaz de
unirse con cierta especificidad a un receptor se le llama ligando (Real Academia
de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, 1996).

Es comtn encontrar multiples receptores para un mismo ligando. Por
tanto, diferentes subtipos de un receptor para cierto ligando permiten una
diversidad de respuesta a las células que expresan los subtipos del receptor. Por
ejemplo, un ligando puede causar la apertura de un canal i6nico a través de un
subtipo de receptor y causar cambios en el metabolismo celular a través de otro
subtipo (Aidley y Stanfield, 1996). La unién de un ligando a su receptor inicia una
cascada de eventos que puede ser tan simple como causar un flujo idnico, o tan
complejo como modular la transcripcion de ciertos genes (Alberts et al., 2002).

Los receptores pueden ser agrupados en seis familias principales:
receptores ionotropicos, receptores de tirosinas cinasas, receptores de citocinas,
receptores acoplados a proteinas G, receptores de union al DNA, y receptores de
adhesion. Cada uno de estos receptores tiene un papel fisiologico distinto, sin
embargo para los fines de este proyecto se examinaran solamente los receptores
ionotrépicos (Aidley y Stanfield, 1996).

La familia de receptores ionotropicos es aparentemente simple, ya que
existen s6lo seis miembros conocidos con ligandos relativamente basicos. Sin

embargo, la complejidad puede observarse en estudios a mayor precision. La
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necesidad por este mayor grado de complejidad se puede entender dado que la
familia es responsable de la mayor parte de entradas excitadoras e inhibidoras
rapidas en el sistema nervioso central (Morel, 1997).

Los receptores ionotropicos forman pues “canales id6nicos”, estos ultimos
son moléculas que generan poros acuosos, los cuales pueden abrirse y cerrarse
para permitir el flujo de iones a través de las membranas celulares. La mayor parte
de las células animales estan en contacto con soluciones moderadamente salinas,
tales como el agua de mar 6 los fluidos corporales. Estas soluciones extracelulares
contienen usualmente una concentracion relativamente alta de sodio y de iones
cloro, y mucho menores concentraciones de potasio, calcio y otros iones. Existe
una diferencia de potencial entre el citoplasma y el medio externo. Esto
combinado con los gradientes ionicos de concentracion genera un gradiente
electroquimico a través de la membrana plasmatica para cada especie ionica. Las
células hacen un uso considerable de estos gradientes electroquimicos en sus
sistemas de control y sefalizacion, cuando los canales idnicos apropiados se
abren, los iones fluyen bajo los gradientes dentro o fuera de la célula (Aidley,
1998). Un canal i6nico se compone usualmente de unas cuantas moléculas
proteicas, en ocasiones de so6lo una. Ademas contiene un poro acuoso central que
puede ser abierto mediante un cambio conformacional que permite a los iones
fluir de un lado de la membrana a otro. Esta modificacién permite a los iones
circular a través del canal a tasas aproximadas de cien millones de iones por
segundo cuando este ultimo se encuentra abierto (Mathews y Van Holde, 1998).

Los canales ionicos varian considerablemente en sus mecanismos de
apertura, o dicho de otra manera en los factores que los hacen abrir o cerrar.
Algunos canales son abiertos por agentes quimicos encontrados en el interior o
exterior de las células, tal es el caso de los neurotransmisores y las moléculas
mensajeras citoplasmaticas. Otros son abiertos por cambios en el voltaje a través
de la membrana y aun otros por estimulos sensoriales de varios tipos (Alberts et

al., 2002), fig. 1.



Construccion y caracterizacion funcional de mutantes de punto del residuo L9’ del segundo
segmento transmembranal del neurorreceptor humano GABA-p1

S/
+ + 'IF + +
Mecanosensibles Sensibles al Abiertos por Abiertos por
voltaje segundos ligando
mensajeros extracelular

Fig. 1. Mecanismos de apertura de distintos canales idnicos.
Existen distintos factores que permiten la apertura de los canales i6nicos:

estimulos mecanicos, cambios en el voltaje de la membrana, o incluso la
unién de ligandos intra o extracelulares; resaltando a éstos ultimos por el

enfoque particular del proyecto (adaptado de Alberts et al., 2002).

Los canales i6nicos tienen también cierta selectividad, es decir, s6lo permiten el
paso de algunos iones, de acuerdo con sus caracteristicas estéricas y
electrostaticas. Esto significa que iones especificos tales como sodio, potasio,
calcio y cloro seran diferenciados, siendo capaces de permear por un tipo
particular de canal s6lo los de una especie electrostatica o de acuerdo también al
tamafio de particula del i6n en cuestion; otros canales son menos selectivos y
permiten el paso a varios grupos i16nicos, tal es el caso los cationes monovalentes,
o cationes en general (Hebert, 1998).

Estos dos aspectos importantes para la actividad de los canales i6nicos, la
apertura y la selectividad, son conceptualmente distintos el uno del otro. Los
estudios de estructura molecular confirman esta perspectiva: las partes
moleculares del canal que corresponden a la apertura parecen estar separadas de
las que atafien a la selectividad, tanto estructural como funcionalmente (Aidley y

Stanfield, 1996).
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CARACTERISTICAS DE LOS CANALES IONICOS ABIERTOS POR
LIGANDO

Todos los canales i6nicos abiertos por ligandos conocidos estan formados
por subunidades homoélogas. En las ultimas dos décadas se han identificado un
gran numero de genes que codifican estas subunidades; muchas de ellas derivan
posiblemente de un ancestro comun (Ortells y Lunt, 1995; Methot et al., 2001).

La variabilidad en la secuencia aminoacidica de estas subunidades
homologas genera diferencias en las propiedades de permeabilidad y en las
afinidades que tiene el ligando por el receptor. Ademas, estas variaciones afectan
también la cinética entre los diferentes estados estructurales, es decir las
transiciones alostéricas, dando como consecuencia un rango de variacion en el
tiempo de apertura del canal asi como en sus propiedades electrodinamicas
(Martin y Olsen, 2000).

Uno de los nichos celulares més importantes para los receptores
ionotropicos son las neuronas. La comunicacion entre estas células es llamada
neurotransmision, e implica generalmente la liberacion de un mensajero quimico,
el neurotransmisor, que actuia como ligando al ser liberado por la célula
presinaptica, para posteriormente unirse a receptores de la célula postsinaptica
(Mathews y Van Holde, 1998).

Los receptores ionotropicos neuronales generan respuestas sinapticas
rapidas ante distintos neurotransmisores en la sinapsis. Por ejemplo: la
transmision en la unién neuromuscular de los vertebrados es mediada por canales
abiertos por acetilcolina; la transmision excitatoria en las motoneuronas espinales
es mediada por canales abiertos por glutamato, y la transmision inhibitoria en
estas mismas neuronas es mediada por canales abiertos por glicina o GABA
(Martin y Olsen, 2000).

Algunas células nerviosas pueden usar mas del 50% de su gasto energético
en establecer y mantener gradientes quimicos de iones a través de sus membranas

celulares, éstos pueden fluir pasivamente a través de los canales bajo sus

11
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respectivos gradientes quimicos. Los iones siendo solutos eléctricamente cargados
son dirigidos a través de los canales mediante un campo eléctrico. La energia
quimica almacenada como gradientes ionicos forma una bateria, y los iones
utilizan esta bateria quimica para generar un flujo de corriente eléctrica a través de

los canales de acuerdo con la ley de Ohm:

I=G +V

Donde I (en Amperios) representa a la corriente eléctrica; G (en Siemens)
a la conductancia o la facilidad con la cual los iones se mueven por los canales a
través de la membrana; y V (en Voltios) a la fuerza electromotriz generada por la
bateria quimica formada de gradientes idnicos. Por otra parte, los canales no son
poros estaticos. La apertura periddica generada por cambios conformacionales
permite que el canal se abra y se cierre; igual que un interruptor puede apagar o
encender repetitivamente la luz generada por un foco incandescente. También el
mecanismo de apertura repentina de un canal produce un estallido de corriente de

unos pocos picoAmperios (pA) (Hebert, 1998).

TECNICAS DE ESTUDIO DE LOS CANALES IONICOS

Los canales i6nicos pueden ser medidos utilizando una variedad de
técnicas tanto desde su enfoque fisiolégico como desde sus aspectos biofisicos.

Algunas de estas técnicas son:

e Trazadores radiactivos de flujo unidireccional
e Empalamiento intracelular con microelectrodos elaborados con pipetas muy

finas
e Registro con microelectrodos de “patch clamp” para una célula completa

e Registro con microelectrodos de “patch clamp” para una parte separada de la

membrana celular

e Incorporacion de canales en bicapas lipidicas artificiales

12
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Todas las técnicas anteriores son usualmente combinadas con técnicas de
Biologia Molecular. El orden en que se presentan estas técnicas es dado por las
caracteristicas propias del canal, y por ello confieren cierta facilidad de manejo
bioquimico adecuado para el canal proteico que se estudia; sin embargo, una
consecuencia inevitable de todas estas técnicas es que disminuye la realidad
fisiologica en el ambiente del canal. La seleccion de una técnica en particular
depende de la pregunta especifica que se pretende contestar (Tester, 1997).

A las técnicas nombradas anteriormente se adiciona una técnica central,
que es conocida como control de voltaje, (“voltage clamp”). En ella se utiliza un
amplificador de retroalimentacion, se inyecta corriente en el circuito constituido
por la membrana celular para fijar el voltaje a través de la membrana a un nivel
especifico, y la corriente requerida para fijar el voltaje es registrada. Cuando
cambia el voltaje, la corriente requerida para fijar el voltaje cambia
proporcionalmente. Esto se consigue teniendo un par de electrodos, uno que mide
el potencial de la membrana, y otro que mide el paso de la corriente. La corriente
es registrada mediante un par de electrodos muy pequefios, ajustados a las
caracteristicas de la célula y constituidos por finos alambres de plata o platino
cubiertos por una capa de cloruro de plata y contenidos en capilares de vidrio
adelgazados hacia la punta con un didmetro aproximado de 0.5 um. La
micropipeta es llenada con una solucion electrolitica de KCI 3 M. Este tipo de
electrodos tiene una alta resistencia, que va de cinco a varios cientos de
megaohms (MQ) (Ward, 1997).

Hace aproximadamente dos décadas se descubrid que la inyeccion de
RNA mensajero aislado del organo eléctrico del pez Torpedo en ovocitos de
Xenopus laevis lleva a la expresion de receptores de acetilcolina funcionales
(AChRs) en la membrana plasmatica del ovocito (Barnard et al., 1982). Con este
procedimiento el ovocito traduce el RNA mensajero heterdlogo, procesa los
productos polipeptidicos, y los incorpora en su membrana plasmatica en donde
forma proteinas funcionales. El tamafio del ovocito ofrece una gran flexibilidad
experimental pues permite utilizar diversas metodologias para el estudio de

canales i6nicos. Esto facilita el estudio de su funcionalidad, pues se registra la
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actividad eléctrica de toda la célula, generada precisamente por la incorporacion
de receptores ionotropicos en su membrana. Con el desarrollo de técnicas en
Biologia Molecular como son la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), o la
sintesis in vitro de RNA, se utiliza cada vez mas al ovocito como sistema de
expresion en diversos estudios electrofisiologicos de canales idnicos clonados a
partir de distintos organismos, entre ellos el mismo ser humano (Miledi et al.,

1982), fig. 2.

Fig. 2. Técnica de “Voltage Clamp” en ovocitos
de Xenopus laevis.

Uno de los microelectrodos registra el potencial de
membrana, mientras que el otro detecta un cambio en el
potencial, es decir el paso de la corriente dado cada vez
que los canales idnicos se abren por la union del

ligando a su receptor.
Vm = Voltaje de membrana
Vcom = Voltaje controlado por

computadora

Amp = Amplificador

Vm ’
Veam

Microelectrodos

+ ./ Ovocito de
' Xenopus laevis
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NEUROTRANSMISORES QUE ACTIVAN CANALES IONICOS: EL
PAPEL DE GABA

Existen diferentes tipos de neurotransmisores los cuales tienen naturaleza quimica
distinta. Los canales i6nicos que se abren directamente en respuesta a los
neurotransmisores: acetilcolina, serotonina, acido y—aminobutirico (GABA), y
glicina, contienen subunidades que son estructuralmente similares, sugiriendo que
estos receptores estan relacionados evolutivamente aunque su especificidad de
unién por un neurotransmisor y su selectividad ionica sean distintas. Los canales
i6nicos abiertos directamente en respuesta a acetilcolina y serotonina permiten el
paso de cationes de un lado a otro de la membrana celular; mientras que los de
GABA Yy glicina, de manera inversa, permean al paso de aniones (Hebert, 1998;
Unwin et al., 2002; Connolly y Wafford, 2004).

El hallazgo de GABA en el cerebro de vertebrados en el afio de 1950 fue
el primer paso de una gran serie de descubrimientos. GABA es el neurotransmisor
inhibidor mas importante en el SNC de vertebrados, es producido por la
descarboxilacion de glutamato mediante las enzimas glutamato descarboxilasas

(GAD:s fig, 3) (Martin y Olsen, 2000).

O O o)

GAD NH,
HO OH = HO
(0]
NH, /|k
H

Acido glutamico OH Acido y-amino-butirico

Fig 3. Biosintesis de GABA a partir de Acido glutamico.

Tradicionalmente los neurorreceptores sensibles a GABA han sido
clasificados en dos subtipos farmacoldgica y estructuralmente distintos: GABAL y
GABAG. Se descubri6 inicialmente que GABA activa canales de CI” sensibles a

bicuculina, y poco después se determind que GABA también media la activacion
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de canales cationicos, esto llevd a conjeturar la existencia de dos receptores
distintos: el subtipo GABA,, y por otra parte el subtipo GABAg (Enz, 2001).

El receptor GABA4 conforma a un receptor ionotropico, el cual puede
ensamblarse por la combinacioén de varias subunidades: al-6, B1-3, y1-3, 9, e/x y
0 (Whiting et al., 1999). Estas subunidades contienen un dominio extracelular N-
terminal y cuatro regiones o segmentos transmembranales. Se piensa que las

subunidades se coensamblan formando un pentdmero (Borman, 2000), (fig, 4).

Fig. 4. Representacion en perspectiva
de un receptor pentamérico insertado
en la membrana. Cada una de sus
subunidades estd formada por cuatro
segmentos transmembranales (Macdonald &

Olsen, 1994).

Otros datos que apoyan la teoria del pentdmero son aportados por
micrografias electronicas de receptores extraidos mediante cromatografia de

afinidad de corteza cerebral de cerdo (Nayeem et al., 1994) fig. 5.
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Fig. 5. Representacion pentamérica del neuroreceptor GABA ,.
A, Imagen generada a partir de la media estadistica de varias micrografias

electronicas. B, Cuatro particulas de receptor tipicas encontradas en campos

aumentados 33000x. (Nayeem et al., 1994).

Los receptores GABAg son miembros de la familia de receptores de siete
segmentos transmembranales. Estan acoplados ya sea a canales de K" o Ca®" a
través de proteinas G y son regulados por sistemas de segundos mensajeros
intracelulares. Son activados selectivamente por baclofeno y no responden a los
moduladores conocidos de GABA, (Ogata, 1990).

Recientemente se descubrid un tercer tipo de receptor sensible a GABA
llamado GABAC, el cual tiene varias caracteristicas similares a las del receptor
GABA, ya conocido (Polenzani et al., 1991). Los receptores GABA( estan
conformados por subunidades denominadas p. GABA¢ puede generarse a partir
del coensamble de homooligomeros (pl, p2, p3). Se ha propuesto que tres
moléculas de GABA son necesarias para abrir el canal, mientras que dos sitios de
union adicionales incrementan la sensibilidad al ligando y estabilizan el estado
abierto del receptor (Amin y Weiss, 1996; Enz y Cutting, 1998). El segundo
segmento transmembranal forma el canal del receptor GABA(; éste comparte mas
similitud en su secuencia aminoacidica con las subunidades a del receptor de
glicina que con cualquiera de las subunidades de los receptores GABA4 (Enz,

2001).

Una de las caracteristicas fisiologicas mas importantes que distingue a los
receptores GABA(c es el tiempo que permanecen abiertos en respuesta al
neurotransmisor. Mientras que los receptores GABAA poco a poco se van
cerrando aln estando expuestos al ligando, los receptores GABA( no lo hacen, es
decir permanecen abiertos todo ese tiempo y por ello se dice que no se

desensibilizan (Polenzani et al., 1991; Woodward et al., 1992, 1993, 1994), fig. 6.

17



Construccion y caracterizacion funcional de mutantes de punto del residuo L9’ del segundo
segmento transmembranal del neurorreceptor humano GABA-p1

Fig 6. Corrientes producidas por

A B .
1 mM GABA 1 mM GABA GABA en ovocitos de Xenopus

- o - o laevis inyectados con RNAm de

4 f corteza cerebral y retina.
/ |
;|'I L _L J A, Corriente tipica de receptores GABA
I
“I 100 nA de la corteza cerebral (mayoritariamente
i I 2 min GABA,).
GABA4 GABAc

B, Corriente tipica de receptores GABA
en la retina (mayoritariamente GABA()

(Polenzani et al., 2001).

Estudios con subunidades GABA(¢ p; humanas expresadas en ovocitos
determinaron que los receptores GABA(¢ son cuarenta veces mas sensibles a
GABA, se activan ocho veces mas lentamente, no se desensibilizan con una
aplicacion sostenida del agonista por varios minutos, y se inactivan cerca de ocho
veces mas lentamente después de la eliminacion del agonista con respecto a los
receptores GABA formados por subunidades a;,y, (Johnston, 1996). Uno de los
agonistas selectivos del receptor GABA¢ es el acido cis-4-aminocrotonico
(CACA) (Feigenspan et al., 1993). Por otra parte, los receptores GABA¢ son
inhibidos especificamente por el TPMPA (Ragozzino et al., 1996). A diferencia
de los receptores GABA4, los GABA( son insensibles a la bicuculina y no son

modulados por anestésicos volatiles como los barbittricos (Enz, 2001), fig 7.
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Fig 7. Agonistas y antagonistas especificos de GABA.

Una caracteristica destacable de los canales i6nicos abiertos por GABA es
su coeficiente de activacion (ny), el cual indica el grado o magnitud de
cooperatividad dado por los sitios de unién, ante la union del ligando con su
receptor, es decir, si aumenta, disminuye o es inalterada la afinidad por el ligando
una vez que se une una molécula de GABA al receptor. Este coeficiente es de ~2
tanto para el receptor GABAA como para el GABAG, lo cual significa que ambas
proteinas son alostéricas y ambas tienen también el mismo grado de
cooperatividad. Por otra parte, mediante estudios de “patch clamp” se obtuvo la
conductancia del canal unitario el cual fue de 7.9 pS para el receptor GABAc y
29.6 pS para el GABA,, este ultimo casi cuatro veces mayor (Feigenspam y

Borman, 1994; Zhang et al., 1995).
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GABA:: ESTRUCTURA DEL CANAL HOMOMERICO GABA pf1

Hoy en dia aun no existen estudios estructurales de alta definicion para el
receptor GABA pl, sin embargo evidencia experimental basada en el método de
acceso de cisteinas por sustitucion (SCAM), sugiere que el segundo segmento
transmembranal (TM2) del receptor GABA, se coensambla en el centro del
pentamero formando el canal. Estos estudios indican que TM2 es una hélice o
(Bera et al, 2002). SCAM es una técnica muy poderosa; consiste en realizar
mutaciones sitio-dirigidas cambiando un aminodcido determinado por una
cisteina, la cual tiene un grupo sulthidrilo que a su vez reacciona con reactivos
especificos. Se ha determinado que existen subdominios dentro de la region TM2
que controlan la permeabilidad idnica, la localizacion del filtro de selectividad (el
cual regula la union del i6n especifico).

También por SCAM se comprobd que de los 26 residuos que conforman y
flanquean el segundo segmento transmembranal de GABA4 (al, y1 y B2), 9 de
ellos estan expuestos en el lumen. Se asumid que de los residuos que atraviesan la
membrana s6lo los que se exponen en el lumen se encuentran accesibles para
reaccionar con el grupo sulthidrilo (Xu y Akabas, 1996).

Al retomar el concepto del filtro de selectividad encontramos que en los
receptores GABAA y GABAG, éste esta formado por un segmento de aminoacidos
cargados que permiten el paso de un grupo idnico especifico. Varias evidencias
indican que el filtro de selectividad del receptor GABA, y GABA( se localiza
hacia el extremo citoplasmatico del poro, puesto que varios reactivos
sulthidrilicos reaccionan con cisteinas por debajo del nivel de al1V257, mientras
que los reactivos cationicos solo pueden llegar a nivel de a1T261 en GABAAa. De
manera simplista esto podria sugerir que el residuo que habilita al receptor GABA
para seleccionar aniones en vez de cationes se encuentra por debajo de la posicion
261 de la subunidad a en el receptor GABA4. No se sabe aln si el mecanismo de
apertura involucra reacomodos de una subregion dentro del poro, o un reacomodo
estructural de la via completa. Con base en la informacion estructural (9 A de

resolucion) de los estados abierto y cerrado de los receptores homologos de
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acetilcolina, una leucina conservada en el punto medio de TM2 estaria implicada
en la apertura de los receptores GABA. La mutacion de esta leucina conservada
en el receptor GABA, es, por si sola, capaz de producir cambios que modifican
significativamente a su vez las propiedades funcionales de todo el canal (Chang y

Weiss, 1998; Martinez-Torres y Miledi, 2004), fig. 8.

Dominio TM2 GABA p1

TM2

AVPARVPLGITTVLTHSTIITGVNASHMPE
3 i+ 1 3 9" 7t o9 11' 13° 15° 177 19° 21° 23"

21" 2

RVSYIHKA
25° 27" 29°

Fig 8. Representacion estructural del segundo segmento
transmembranal del receptor homomérico GABA p1. El modelo
fue generado utilizando el programa PyMOL modificando las

coordenadas del receptor nicotinico de Acetilcolina (2BG9.pdb).

JUSTIFICACION

A pesar de conocerse la secuencia que codifica al receptor GABA(, atn
desconocemos el patron en que en el que se ensambla formando al receptor
ionotropico en las células en que éste se expresa, asi como muchos detalles
importantes del proceso de plegamiento de las subunidades p1 que lo constituyen,
a la par de las modificaciones que sufre debido al cambio conformacional una vez
activado. Su naturaleza anfotera dificulta su cristalizacion. Dicha cristalizacion

permitiria conocer a detalle sus caracteristicas estructurales ultrafinas. La carencia
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de métodos eficientes de cristalizacion de receptores de membrana ionotropicos
limita pues la elaboracion de estudios fundamentales, para comprender mejor la
relacion entre la estructura y la funcion de esta familia de receptores. Es necesaria
una aproximacion experimental distinta, por ejemplo donde se analice el impacto
de mutaciones puntuales sobre aminodcidos clave, que permitan conocer las
propiedades de los receptores para entender sus mecanismos moleculares, como
las que rigen la actividad del receptor GABA(. Particularmente nos interesa el
papel de la leucina 316 del receptor GABA( pl, la cual se encuentra altamente
conservada en la familia de receptores LGIC. De acuerdo con estudios previos,
esta leucina forma la compuerta (en el estado cerrado del receptor), y por tanto
controla el paso de los iones a través de la célula en los receptores de acetilcolina,
serotonina y GABA4 (Revah et al., 1991; Yakel et al., 1993; Filatov y White,
1995; Chang et al., 1996). Utilizamos para este estudio dos cambios especificos,
uno pequefio (L9’I) el cual no deberia modificar significativamente su
funcionalidad, y otro grande (L9’E), que en contraparte deberia modificarla en

gran medida.

HIPOTESIS
Distintas mutaciones en el residuo 316 (L9’ en la nomenclatura de los LGICs)

(L316E, y L316l), localizadas en el segundo segmento transmembranal de la
subunidad p1 del receptor homomérico GABA(, inducen cambios estructurales y
funcionales importantes en las propiedades de este receptor, tales cambios deben
ser concordantes con los que ocurririan al modificar la estructura de la compuerta

de dicho receptor.

OBJETIVOS GENERALES
Evaluar el efecto de mutaciones puntuales en el residuo L316 (L9)

localizado en el segundo segmento transmembranal del receptor homomérico

GABAC (p1), analizando sus propiedades funcionales.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generacion de mutantes puntuales (que conduzcan a cambios en el
aminoacido 316 correspondiente a 1.9’ en la familia de LGIC) L316E, y
L316l

2. Expresion de los mutantes en sistemas de expresion heterdloga (ovocitos
de la rana Xenopus laevis)

3. Caracterizacion funcional de cada receptor GABA¢ mutante en ovocitos,
utilizando la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos,

realizando relaciones corriente vs voltaje y curvas dosis-respuesta.

MATERIAL Y METODOS

Los métodos a continuacion mencionados se basan en protocolos previamente
descritos (Sambrook y Russell, 2001), o en los protocolos respectivos de los kits

aqui senalados.

Generacion de Mutantes

Para evaluar la funcionalidad del residuo se generaron mutantes puntuales
por PCR (mutagénesis sitio-dirigida) utilizando un oligonucledtido mutagénico
correspondiente a un fragmento del segundo segmento transmembranal, en la
vecindad del codon que codifica la leucina 316 (L9’). Las secuencias de estos
“primers” fueron: 5'-AGTACT CATGGTCTCCACCGTTGTGATACCTAA-3',
y 5-AGTACT CATGGTTATCACCGTTGTGATACCTAA-3', los cuales
cambian el residuo L316 por E (E316) ¢ 1 (I1316), respectivamente. Ademas de
esto, se introdujo en la secuencia un sitio que es reconocido por la enzima Sca 1.
Se utiliz6 un termociclador de la marca Flexigene ® Modelo FFGO2HSD en el

cual se disefi6 un programa que comprendia las siguientes condiciones:
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Temperatura Tiempo
94° C 15 seg
50°C 15 seg
72°C 1710 seg

Por 30 Ciclos. Mezcla de reaccion:

Reactivo Cantidad
Amortiguador para PCR 5x 5ul
MgCl,, 50 mM 3.5ul
Oligonucleotido 5, 2.5 uM 4 ul
Oligonucleotido 3, 2.5 uM 4 ul
dNTPs, | mM 1 ul
DNAc rhol, 1 ng/ul 1 ul
TAQ DNA Pol, 5 U/ul 0.5 ul
H,0O 31l

El producto de PCR gener6 un fragmento que comprende del extremo 5’
hasta la primera mitad del segundo segmento transmembranal de pl.
Posteriormente se procedid a insertar el fragmento amplificado en el

vector plasmidico pGEM.T Easy ® (Promega ®), fig 9.
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Fig. 9. Mapa funcional del plasmido pGEM.T Easy ® (Promega ®).

Por otra parte se gener6 también por PCR un fragmento que comprende de
la segunda mitad del segundo segmento transmembranal hasta el extremo

3" de pl. Este fragmento fue insertado a su vez en un vector plasmidico
pGEM.T Easy ®.

Clonacién

Para la ligacion del fragmento de PCR con el vector pPGEM.T Easy ® se

realizo la siguiente reaccion:

Reactivo Cantidad
Amortiguador de ligacion 5x 8 ul
T4 ligasa 5 U/ul 1 ul
Vector pPGEM.T Easy ® I ul
Inserto (fragmento 6 amplicén
23 ul
de PCR)
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Y se incubd a 16° C toda la noche.

Posteriormente a 25 ul de la mezcla de ligacion se afiadieron 2.5 ul de
acetato de sodio y 82.5 ul de etanol 100% y se centrifugd por 10 min a
13,000 g. Se elimind el sobrenadante y se anadieron 100 pl de etanol 70%
centrifugdndose nuevamente a la misma velocidad. El sobrenadante fue
eliminado mediante pipeteo, secado al “Speedvac” y finalmente el

plasmido fue resuspendido en 10 pl de agua estéril.

Transformacion

Se tomaron 5 pl de la suspension en un tubo Eppendorf ® estéril de 1.5
ml. Se afiadieron 100 pl de la cepa DH5a de E. coli y se incub6 por 30
min en hielo. Se produjo un choque térmico en un termobafio Thermolyne
® modelo 17600 a 42° C por 40 seg. Se anadieron 900 pl de medio LB
(Bacteriotriptona 10 g/L, pH 6.57; extracto de levadura 5 g/L; pH 6.57) y
se cultivd durante 2 h a 37° C. 200 pl de este cultivo fueron transferidos a
una caja Petri con LB-Agar-Ampicilina (50 pg/ml) y se afiadieron 40 pl de
X-Gal 20mg/mly 10 ul de 0.1 M IPTG.

Extraccion plasmidica por lisis alcalina
Se recolectaron colonias blancas las cuales se cultivaron en 4 ml de medio
LB con 50 pg/ml de ampicilina toda la noche a 37°C con agitacién
vigorosa (300 g). Se centrifugaron 3 ml del cultivo por 2 min a 14,000 g.
Se descartd el sobrenadante. Se resuspendio la pastilla en 100 pl de
solucion I (Tris-Cl 25 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, pH 8.0). Se agito
vigorosamente en “vortex” hasta disolver completamente la pastilla y se
incubd 5 min en hielo. Se adicionaron 200 pl de solucion II (0.2 ml NaOH
10 N, 1.0 ml de SDS 10 % y 8.8 ml de agua), se mezclo por inversion y se

incubd 5 min en hielo. Se agregaron 150 pl de solucion III (60 ml de
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acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido acético concentrado, 28.5 ml de
agua) se mezclo y se incub6 5 min en hielo. Se centrifugd 5 min a 14,000
gy se coloco el sobrenadante en un tubo nuevo. Se agreg6d un volumen de
fenol saturado con agua MQ estéril y un volumen de solucion SEVAG
(cloroformo:alcohol isoamilico 29:1). Se mezclé en “vortex” y se
centrifugd 5 min a 14,000 g. Se separo el sobrenadante en un tubo nuevo.
Se agregaron dos volimenes de etanol al 100 % incubando 1 hora a -80°
C. Se centrifug6 a 14,000 g y se descart6 el sobrenadante. Se resuspendio
el DNA plasmidico en 30 pl de TE y se cort6 con enzimas de restriccion
(EcoRl y Scal), las que permitieron caracterizar la identidad del plasmido.
Cada mutacion generada fue secuenciada de manera automatizada con un
aparato ABI PRISM 310 ® Genetic Analyzer ® en la unidad de Biologia
Molecular del INB UNAM campus Juriquilla.

Subclonacion

Los fragmentos 5" y 3" correspondientes a las dos mitades del DNAc de
pl fueron extraidas de los vectores pGEM.T Easy ® mediante enzimas de
restriccion, Bam HI - Sca 1 para 5°; y Xho 1 — Sca 1 para 3’
respectivamente. Los sitios de reconocimiento para estas enzimas fueron
introducidos previamente en los “primers” antes de a la generacion de
cada construccion. Se afiade un esquema completo de la estrategia de

subclonacion en la fig. 10.

Mezcla de reaccion:

Reactivo Cantidad
DNA, 0.8 pg/ml 6.25 ul
Amortiguador 10x 10 pl
Mezcla enzimatica 3ul
H,O 80.75 pl
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Fig. 10. Estrategia de subclonacion.

El gen que codifica para pl fue dividido en dos

fragmentos amplificados por PCR, el extremo 5’, incluia la mutacion especifica (L9’E 6 L9°1).

Ambos fragmentos fueron clonados de manera independiente en el vector pPGEM.T Easy ®, y

subclonados posteriormente en un vector de expresion para sistemas heterologos.

El resultado del corte enzimatico fue resuelto en un gel de agarosa al 1 % y las

bandas de interés fueron aisladas con una hoja de bisturi. Se peso6 la banda aislada

en un tubo Eppendorf ® de 1.5 ml previamente pesado. Se utilizd un estuche

comercial de extraccion de Qiagen ® del cual se agregaron tres volumenes de

amortiguador QG. Se incubd por 10 min a 50° C hasta ver la disolucion de la

agarosa. Se agregd un volumen de isopropanol y se mezclo. La solucidon anterior

fue trasladada a una columna la cual se centrifugé a 10000 g durante un minuto.

Se elimind el precipitado y se agregaron 0.5 ml de amortiguador

QG. Se

centrifugd por un minuto y nuevamente se eliminé el precipitado. Se agregaron
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0.75 ml de amortiguador PE y nuevamente se centrifugd a 10000 g por un minuto
eliminando el precipitado. Se centrifugd la columna nuevamente por un minuto a
13000 g. Se coloco la columna en un tubo Eppendorf ® estéril y se afiadieron 30
ul de H,O estéril. Se centrifugd a 10000 g por un min. Se tomo6 1 pl para resolver
en un gel de agarosa al 0.8 % y determinar el éxito de la purificacion.
Posteriormente se procedid a reconstituir los productos purificados en el vector

pBluescript II KS (+/-) ® (Stratgene ®), fig. 11.

F1 ori 13...453

LacZ alpha 528...460
M13-fwd 599...616
T7 625...645

689 BamHlI (1)
GABA rho 1 695...2670

AmpR 4566...3907

I

ColE1 origin 3809...3127

pBluescript SK(-).str
4892 bp

LacO 2787...2765
M13-rev 2759...2739
T3 2721...2702
2671 Xhol (1)

Fig. 11. Mapa funcional del plasmido pBluescript Il KS (+/-) ® (Stratgene ®)

Mezcla de reaccion:

Reactivo Cantidad
Extremo 5’ 6 ul
Extremo 3’ Sul

pBluescript II KS (+/-)
4 ul
(~100 ng/pul)
Amortiguador de

_ 4l

ligacion 5X
T4 DNA ligasa 5U/ul 1 ul
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Cada reaccion de ligacion fue utilizada para transformar la cepa DHS5a de
E. coli utilizando el procedimiento previamente descrito. Posteriormente
se subclonaron los DNAc de pl L316-E y pl1 L316-I en el vector de
expresion: pCDNA3 ® (Invitrogen ®), fig. 12. Utilizando para ello las
enzimas Bam Hl 'y Xho 1.

AmpR 7030...6371 T7 863...882
907 BamHI (1)
GABA Rhot 913...2888

ColE1 origin 6273...55%1

pCDMASrhoT str
7364 bp

LacO 5251...5229
M13-rev 5223..5203

2889 Xhol (1)
KanneoR 4072...4363 5P6 2934..2917

Fig. 12. Mapa de restriccion y funcional del plasmido pCDNA3p1, el DNAc

de p1 se encuentra entre los sitios BamHI y Xhol

Mezcla de ligacion:

Reactivo Cantidad
Inserto DNA (p1
10 pl
L316-E,I) 1 pg/ml
pCDNA3 (~100 ng/ul) S5ul
Amortiguador de
_ 4l
ligacion 5X
T4 DNA ligasa 5U/ul 1 ul
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El producto fue clonado en E coli DH5a por el procedimiento ya
mencionado y los plasmidos cuya identidad fue positiva se purificaron con
un kit de Qiagen ® de mediana escala. Se cultivaron las cepas en 50 ml de
medio LB por 16-18 h a 37°C en agitacion (300 g) las cuales se colectaron
por centrifugacion a 6000 G por 15 min en un tubo Falcon ® de 50 ml
desechando el sobrenadante y resuspendiendo el botén mediante agitacion
al “vortex” en 4 ml de amortiguador P1. Se anadieron 4 ml de buffer P2
mezclando por agitacion varias veces y se incubd a temperatura ambiente
por 5 minutos. Se afiadieron 4 ml de buffer P3 previamente enfriado,
mezclando inmediatamente por agitacion varias veces y se incub6 en hielo
por 15 min. Se centrifugd a 10000 g por 30 minutos a 4° C y
posteriormente se pasd el sobrenadante a un nuevo tubo estéril. Se
centrifugd nuevamente a 10000 g durante 15 min. Se equilibr6 una
columna por cada muestra haciendo pasar por ella 4 ml de amortiguador
QBT y permitiendo que éste se filtrara por gravedad. Una vez equilibrada
se paso el contenido del tubo centrifugado previamente permitiendo que el
DNA fuese atrapado en la resina de la columna filtrando por gravedad. Se
lavé la columna un par de veces con 10 ml de amortiguador QC. El DNA
fue eluido haciendo pasar 5 ml de amortiguador QF por la columna y se
almacend en un tubo nuevo para posteriormente precipitarlo afiadiendo 3.5
ml de isopropanol y centrifugado inmediatamente a 10000 g durante 30
minutos a 4° C. Se elimin6é con cuidado el sobrenadante y se lavo la
pastilla un par de veces con etanol 70 % centrifugando a 10000 g por 10
min. El liquido fue eliminado cuidadosamente con pipeta, secado al vacio

y resuspendiendo inmediatamente el DNA en 50 ul de agua estéril.

Transcripcion in Vitro

Se sintetiz6 RNAc de los receptores mutantes (pl L316-Ey pl L316-1),y
el receptor silvestre (pl WT), clonados previamente en pCDNA3 ®,
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utilizando el kit mMESSAGE mMACHINE ® T7 (Ambion ©). Se
utilizaron 3 pg cuantificados al espectro del plasmido linearizado con Xho
I (1 pg/ul), para la reaccion de transcripcion a la cual se afiadié 10 pL T7
2x NTP/ARCA, 2 pL 10x amortiguador T7, 2 uL de RNA polimerasa T7,
3 uL HyO libre de nucleasas. La reaccion fue incubada por 2 hrs a 37°C.
Este producto de incubacion fue posteriormente mezclado con 1 ulL de
TURBO DNasa y fue nuevamente incubado por 15 min a 37°C.
Posteriormente fue resuspendido en 115 pl de H,O libre de nucleasas, y
mezclado con un volumen similar de (1:1) fenol/cloroformo tratado con
agua DEPC. La mezcla fue agitada y centrifugada a 14,000 g por 5 min, la
fase acuosa fue pasada a un tubo nuevo donde se mezcl6 con un volumen
similar de isopropanol y acetato de amonio 7.5 M, se almacend por 15 min
a -30°C para centrifugarse a 4°C a velocidad méaxima por 20 min. La
pastilla fue resuspendida en 10 pL de agua libre de nucleasas y el producto
de sintesis fue dividido en alicuotas de 1 pl, las cuales a su vez fueron
cuantificadas al espectro para su posterior inyeccién en ovocitos de

Xenopus laevis.

Obtencidn y procesamiento de ovocitos
Se utilizaron Xenopus laevis hembra, las cuales se anestesiaron por medio
de hipotermia y se colocaron en decubito dorsal sobre una superficie
cubierta de hielo. Se procediod a realizar una incision de aproximadamente
1 cm en piel a nivel del flanco derecho o izquierdo. Se procedi6 a disectar
tejido celular subcutdneo y se realizd un corte de 0.5 cm
aproximadamente, en el musculo y peritoneo parietal subyacentes.
Enseguida se introdujeron pinzas de diseccion sin dientes en la cavidad
peritoneal y se extrajeron los ovocitos, los cuales fueron colocados en
cajas Petri con medio de Barth modificado (pH 7.7, 88 mM NaCl, | mM
KCI, 2.4 mM NaHCO3, 0.82 mM MgS04, 0.33 mM Ca(NO3),, 0.42 mM
CaCl, y 5 mM de HEPES) el cual fue suplementado con gentamicina a 0.1
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mg/ml. Una vez extraidos los ovocitos se procedi6 a cerrar la incision por
capas con “cutgut” 5 ceros para musculo y peritoneo y con prolene 5 ceros
para piel. Una vez terminada la intervencion se dejé a la rana en
recuperacion durante 1 hora, tras lo cual fue transferida nuevamente a su
pecera.

Con la finalidad de remover las células foliculares que rodean al ovocito,
se trataron los foliculos con colagenasa tipo I (Sigma ®), a una
concentracion de 0.5 mg/ml, disuelta en medio de Ringer (115 mM de
NaCl, 2 mM de KCI) por 40 minutos. Los ovocitos se aislaron del resto
del foliculo con pinzas de punta fina y se incubaron a 16°C por 24 horas.
Los ovocitos se inyectaron a presion con un microinyector con agujas
horneadas para eliminar cualquier contaminacion con RNAsas. Se
inyectaron 15.3 nl (1 pg/ul) de RNA (pl1 WT; L316E; L316I) en el polo
vegetal del ovocito. De dos a cinco dias después de la inyeccion, se
homogeneizaron 10 ovocitos por condicion, de manera independiente cada
mutante y los controles inyectados con el receptor silvestre para el analisis
de su expresion mediante Western Blot y de manera independiente se
tom6 un lote similar para su  determinacion  funcional

electrofisiologicamente.

Western Blot
Los ovocitos fueron separados en grupos de 10 y tratados con un
amortiguador que contenia 10 mM de HEPES y 0.3 M sacarosa, y
solubilizados en 0.8% Triton X-100; posteriormente fueron manipulados
mecanicamente para eliminar el contenido citoplasmatico, tratando
enseguida los homogenados de membrana con un amortiguador de lisis el

cual incluia los siguientes componentes:
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Reactivo Cantidad
0.5 M Tris-Cl, pH 6.9 1.25 ml
10 % SDS, 0.35M 2 ml
Glicerol 1 ml
2-mercaptoetanol 0.1 ml
Azul de bromofenol 0.2 mg
H,O deionizada a10.0 ml

Ademas se liso retina bovina utilizando el mismo amortiguador. Se
prepar6 un gel SDS-Acrilamida al 10% y se cargd cada pozo con 20 ul de
cada muestra, considerando: ovocitos inyectados con pl; L316E; L316I,

ovocitos inyectados con agua, y retina bovina.

Electroforesis en gel de policarilamida
Se corrieron las muestras en el gel separador a 60-80 mV por 25 minutos
hasta que el colorante llegd al nivel del gel concentrador, una vez en éste
se aument? el voltaje a 120 mV y se corrieron las muestras por espacio de
una hora. Una vez resuelto el gel se transfirieron las proteinas a una
membrana de Nitrocelulosa utilizando una cédmara humeda de
transferencia a 140 mV por espacio de una hora y media. Se lavo la
membrana y se bloqued con leche descremada (Bio-Rad ®) disuelta en
soluciéon de TBS-TWEEN por 2 horas. Se lavé nuevamente de 3-5 veces
por espacio de 10 minutos y se agregd el primer anticuerpo, (dilucion
1:100) anti-pl desarrollado en cabra (Santa Cruz ®) y se incubd a
temperatura ambiente en agitacion toda la noche. Se lavo un par de veces

mas y se incubo a temperatura ambiente por espacio de una hora con el
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segundo anticuerpo anti-cabra (Santa Cruz ®) desarrollado en conejo y
acoplado a fosfatasa alcalina. Se reveld utilizando fosfato de 4-
metilumbeliferol/nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT), durante

aproximadamente 3-5 minutos.

Registros electrofisiologicos

Los registros se realizaron mediante la técnica de fijacion de voltaje con
dos microelectrodos. Los microelectrodos se elaboraron con capilares de
borosilicato y con un didmetro externo de 1.5 um. Se coloc6 cada ovocito
en una camara de registro de 100 ul que fue continuamente perfundida con
solucion Ringer. Todos los registros se hicieron a temperatura ambiente
(20 a 25° C), los ovocitos se mantuvieron a un potencial de membrana de -
60 mV (usando un amplificador Warner OC-725 A; Warner Instruments,
Corp. ®), los pulsos de voltaje se realizaron con el programa Pclamp ®
Axon Instruments ® y los registros obtenidos en el osciloscopio (Nicolet

310 ®, Nicolet Instruments ®) fueron grabados y analizados.

35



Construccion y caracterizacion funcional de mutantes de punto del residuo L9’ del segundo
segmento transmembranal del neurorreceptor humano GABA-p1

RESULTADOS

Generacion de Mutantes

El resultado de la PCR fue la amplificacion de dos productos que
correspondieron a las dos mitades (5" y 3") de la secuencia de DNAc pl:
el extremo 5" flanqueado por sitios BamHI y Scal, que incluyd las
mutaciones L316E y L316I, comprendiendo 887 pares de bases; y el
extremo 3” flanqueado a su vez por sitios Scal y Xhol que alcanzd 1100

pares de bases, fig. 13.

DNAc GABA pl, 1987 pb

Bam HI Mutacion Sca 1 Sca 1 Xho 1

PM

- m
-
-
-o .

q-l3 Kb
12 Kb

1.1 Kb'mfae  <41KbD
b=0.887 Kb

Fig. 13. Amplificacion de los extremos 5’ y 3’ de p1

EcoRI

Los productos amplificados fueron clonados en el vector pPGEM.T easy ®
y caracterizados mediante la enzima EcoRI. Este corte liber6 al fragmento
mutante generando tres bandas en pGEM.T 5, una correspondiente al
vector de 3015 pares de bases, y dos al inserto: 772 y 115 pares de bases
respectivamente. En pGEM.T 3" se generaron dos bandas la primera
representando al vector y la segunda a la construccion, de 1100 pares de

bases, fig. 14.
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Extremo 5

— . -0772Kp 0110 Kb_

pGEM-T

3 Kb 3 Kb

Fig. 14. Caracterizaciéon enzimatica en pGEM-T easy ® (Eco RI)

BamHI-Scal, Scal-Xhol

Los clones fueron caracterizados ademads por las enzimas BamHI y Scal en
pGEM.T easy-extremo 5°, liberando asi la construccién de 887 pares de
bases; y por Scal y Xhol en pGEM.T easy-extremo 3" liberando a su vez
una banda de 1.12 Kb, fig. 15.

0.887 Kb 1.12Kb
N
D N o ~p‘°
'b& %db ?
il ) l\h
Extremo 5 1> 7 Extremo 3’ |
pGEM T
1125 Kb paer ’ 1.89 Kb 1125 Kb L 1.89 Kb
1
Scall
Seal Extremo 3’
Extremo 5’
PM E | 3
3 Kb~
2Kb= g b ~— 1.89 Kb
1Kb-
k. I 1o
0.887 Kb

Fig. 15. Caracterizacion enzimatica en pGEM-T easy ® (BamHI-Scal,
Scal -Xhol).
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Caracterizacion de pl en pBSKS ®

Se realizd una subclonacion en el vector pBSKS reuniendo las dos mitades
del receptor mutante pl (L316E, L316I) y se caracterizd con la enzima

Scal generando dos bandas de 2771 y 2121 pares de bases, fig. 16.

2121pb 2771 pb

2771 pb

2121 pb

Fig. 16. Subclonacion y caracterizacion enzimatica en pBSKS ® (Scal).

Caracterizacion en pCDNA3 ®

Posteriormente se subcloné pl en el vector pCDNA3 generando las
construcciones pCDNA3-L316E y pCDNA3-L316lI, las cuales fueron
caracterizadas con la enzima Hindlll generando asi dos bandas de 6221 y

1153 pares de bases respectivamente, fig. 17.
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Fig. 17. Subclonacién y caracterizacion enzimatica en pCDNA3 ® (Hind Ill).

Secuenciacion
Ambos clones fueron secuenciados con un aparato ABI PRISM 310 ®
Genetic Analyzer ®. Las secuencias proporcionadas fueron alineadas con

la secuencia de p1 obtenida de Genbank en el programa ClustalW, fig. 18.

L316E GATGGTCATGCTETCCTGEETCTCCTTCTGCATCCACCGCAGAGCCGTGCCTGCCAGAGT 88
L1316l GATGGTCATGCTGTCCTGEETCTCCTTCTGEATCGACCGCAGAGCCGTGCCTGCCAGAGT 87
GABArhol GATGGTCATGCTGTCCTGEGETGTCCTTCTGEATCGACCGCAGAGCCGTGCCTGCCAGAGT 960
L316E CCCCTTAGGTATCACAACGCTGEAGACCATCAGTACTATCATCACGGGOGTGAATGCCTC 148
L1316l CCCCTTAGGTATCACAACGGETGATAACCATCAGTACTATCATCACGGGCOGTGAATGCCTC 147
GABArhol CCCCTTAGGTATCACAACGGTGCTGACCATGTCCACCATCATCACGGGCGTGAATGCCTC 1020
xx

L316E CATGCCGCGCGTCTCCTACATCAAGGCCGTCCACATCTACCTCTGGGTCAGCTTTGTGTT 208
L3161 CATGCCGCGCGTCTCCTACATCAAGGCCGTCGACATCTACCTCTGGETCAGCTTTGTGTT 207
GABArhol CATGCCGCGCGTCTCCTACATCAAGGCCGTGGACATCTACCTCTGGGTCAGCTTTGTGTT 1080
L316E CETCTTCCTCTCEETCCTGEAGTATCCCECOCTCAACTACCTGACCACTGTCCAGGAGAG 268
L316I CETGCTTCCTCTCEGTGCTGEAGTATGCGGCCETCAACTACCTGACCACTGTGCAGGAGAG 267
GABArhol CeTGTTCCTCTCGETGCTGEAGTATGCGECOGTCAACTACCTGACCACTGTGCAGGAGAG 1140
L316E GAMGGAACAGAAGCTGCCGEEAGAAGCTTCCCTGCACCAGCGEATTACCTCOGOCOCCGCAC 328
L3161 GAAGGAACAGAAGCTGCGEEAGAAGCTTCCCTGCACCAGCGEATTACCTCOGCCCCGCAC 327
GABArhol GAAGGAACAGAAGCTGCGGEAGAAGCTTCCCTGCACCAGCGEATTACCTCCGOCCCGCAC 1200
L316E TGECGATGCTGGACGECAACTACAGTGATGOGGAGGTGAATGACCTGGACAACTACATGCC 388
L3161 TEOGATGCTGEACGECAACTACAGTGATGCEGAGCTGAATCGACCTGGACAACTACATGCC 387
GABArhol TGCCATGCTGCACGGCAACTACACTCATGGEGAGCTCAATCACCTGGACAACTACATGCC 1260
L316E AGAGAATGGAGAGAAGCCCCACAGGATGATGETGCAGCTGACCCTGGCCTCAGAGAGGAG 448
L3161 AGAGAATGGEAGAGAAGCCCEACAGGATGATCECTGCAGCTGACCCTGCOCTCAGAGAGGAG 447
GABArhol AGAGAATGCAGAGAAGCCCOACAGGATCATCETCGCAGCTCGACCCTGGCCTCAGAGAGGAG 1320

Fig. 18. Alineamiento de secuencias mutantes (L316E, L316l), y silvestre
(GABA p1), usando ClustalW.
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Se encontraron las mutaciones introducidas incluyendo el sitio incorporado de

Scal. Una vez comparados los electroforetogramas de ambas secuencias, se
confirmo la identidad de las mutaciones puntuales, fig 19.

J - 600-Erhob - Chramas Lite
Fie Edt Options Help
E W Vv & W @
Cpen_Save Espoit | Pt | Mest Fed
100
G TATCER2

e = [Sample: 600-Erh0

110
Cia ACGGTG 6GAGACCATG

_lolx
120
AGT &

130
ATCATC

C 6 6GCGTG

|
\J . A /
601-Irho7 - Chromas Lite
e Edk Options Help
T = Y] =, =

Isoleucina (ATA).

Fig. 19. Electroforetogramas de las secuencias mutantes (L316E, L316l),
usando Chromas Lite ®. Se sefalan los codones para Glutamato (GAG), e

Western Blot

El resultado del Western Blot revel6 que las membranas de los ovocitos

inyectados contenian la proteina GABApI, tanto en el caso del receptor silvestre
como en los mutantes, mostrando asi que el sistema estaba expresando la

proteina. A pesar de que el peso predicho para pl es de ~47-50 kD,

nosotros lo encontramos a ~60 kD, esto debido posiblemente a modificaciones

20.

postraduccionales de la proteina en ovocitos (acetilaciones, glicosilaciones,
como control negativo, ovocitos inyectados con agua, asi como sin inyectar, fig.

fosforilaciones). Como control positivo utilizamos un homogenado de retina, y
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Fig. 20. Western Blot. Escala de peso molecular (60 y 40 kDa); (Ctrl +) retina; (Ctrl —)
ovocitos sin inyectar, o inyectados con agua; (pl WT) homogenado de ovocitos

expresando el receptor nativo; y los mutantes (p1 L16E); y (p1 L316I).

Transcripcion in vitro

Se realizd6 la sintesis de RNAc utilizando el kit mMESSAGE
mMACHINE ® T7 (Ambion ©), usando como molde los mutantes
(L316E; L316I), y el receptor nativo (p1 WT), clonados en el vector de
expresion pCDNA3 ®, fig. 21. Los RNAc generados fueron inyectados en

ovocitos de Xenopus laevis.

S Kb—s

1.15 Kb—

800 pb —» -..

Fig 21. Transcripcidon in Vitro. Escala de peso molecular de DNA (A Psf);
transcritos (p1 WT, L316E, L316I).

41



Construccion y caracterizacion funcional de mutantes de punto del residuo L9’ del segundo
segmento transmembranal del neurorreceptor humano GABA-p1

Registros electrofisiologicos

Los registros electrofisiologicos (fig. 22) mostraron una corriente entrante

ante la activacion del receptor GABAp]1 a diferentes concentraciones de

GABA (1 mM, 100 pM, 20 pM, 1 uM). Sin embargo, contrario a lo

esperado y de manera muy interesante, los dos mutantes (L316E y L316I)

no produjeron ninguna corriente al ser expresados

de manera

independiente en ovocitos, n = 30; N =5 (n = No. de ovocitos; N = No. de

ranas), fig. 22, pese a que éstos son traducidos eficientemente, como se

mostro en la fig. 20.

A)

1 min GABA
|
—_— - B —
1 uM — [
20 uM <
100 pM —! gl
1 mM b
100 seg
1 min GABA
GABA pl ma
GABA pl (n = 30) — l
B)

GABA pl L3161 (n = 30)

GABA pl L316E (n = 30)

200 nA

L

100 seg

1 uM
1 mM

1 mM

Fig. 22. Respuestas electrofisiolégicas en ovocitos. A) Respuestas generadas

por GABA p1 a distintas concentraciones del agonista; B) comparacion entre la corriente

generada por 1 uM de GABA del receptor nativo (p1), y los mutantes (L316E y L316]).
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Coexpresion de mutantes y receptores silvestres

Los registros electrofisiologicos mostraron resultados distintos ante la
coexpresion (1:1) de receptores heteroméricos L316E + p1; y L3161 + pl.
Los resultados fueron tabulados (n = 6), y son representados en las figs. 23

(dosis/respuesta) y 24 (relacion corriente/voltaje).

El heteromero L3161 + pl silvestre mostrdé un comportamiento muy
parecido al de p1 silvestre; sin embargo, en el caso del heteromero L316E
+ pl silvestre encontramos que la concentracion minima de GABA (1x10°
" M) fue capaz de generar una pequefia corriente, pero en sentido inverso.
Por otra parte, los ECsy no variaron significativamente entre plWT y
L3161+ pl (3.3 E” y 2.75 E”, respectivamente), mientras que L316E + p1
fue ligeramente mayor (1.46 E®). Los coeficientes de Hill fueron similares
entre si tanto en pIlWT, como en los mutantes L316E + p1, y L3161 + pl
(2.13, 2.24, y 1.91, respectivamente).
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Fig 23. Relacién dosis respuesta. Se utilizaron distintas concentraciones de GABA
(1x107 a 1x10™ M) en el receptor pl nativo (WT) y los mutantes (L316E + p1, L3161 +
pl), la corriente fue normalizada y la concentracion se graficd con una escala logaritmica.
La flecha sefiala una inversion en la corriente generada por GABA 1x10” M en el mutante

L316E + pl. Barras calibradoras X = 1pA; Y =5 seg
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Fig 24. Relacion corriente/voltaje. Se aplicaron pulsos de voltaje con variaciones

periodicas (-140 mV a 40 mV, con intervalos cada 20 mV), tanto a los receptores

mutantes (L316E, L316I), como al nativo (p1 WT). El potencial de inversion fue en todos

los casos ~ -20 mV, como predice la ecuacion de Nernst para el Cl” en ovocitos en Ringer

(Kusano et al., 1977).

Para probar la naturaleza dada por la inversion de la corriente realizamos una relacion

I/V a esta concentracion de GABA (1x107 M), fig. 25. y encontramos que la

conductancia con GABA era menor respecto a la conductancia sin el agonista.
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DISCUSION

La discusion se enfocara en la estructura de la a hélice que forma el canal i6nico del
receptor, y sobre estudios estructura-funcion de mutantes puntuales de esta region en

varios receptores de la familia “cys-loop”.

En el receptor GABA( se pueden predecir con cierto grado de confianza los residuos que
se encuentran accesibles al paso de los iones en su segundo segmento transmembranal,
puesto que especificamente en esta region tiene una similitud enorme respecto a las
subunidades a tanto de los receptores GABA, como de Glicina, siendo con éste ultimo
cercana al 90%. En base a estas mismas similitudes utilizamos la o hélice del segundo
segmento transmembranal del receptor de Glicina obtenido por RMN reportada en el
Protein Data Bank (Yushmanov et al., 2003), para modelar las mutaciones in silico, tanto
de L316E (L9°E) como de L3161 (L9'I) del receptor GABA¢ usando el programa
PyMOL (DeLano Scientific LLC. ©). Una vez realizado el analisis, se determind que el

cambio generado en L9E fue bastante significativo pues el incremento de volumen en la

46



Construccion y caracterizacion funcional de mutantes de punto del residuo L9’ del segundo segmento
transmembranal del neurorreceptor humano GABA-pl

cadena lateral disminuye significativamente la integridad de la hélice y por consiguiente
probablemente la permeabilidad, lo cual corresponde directamente con nuestros datos.
Por otro lado, y contrario a lo esperado, el cambio en L9l genera una interrupcién muy
importante en la hélice cambiando el angulo de enlace y produciéndose un asa entre T10’
e 19" impidiendo también la permeabilidad idnica, fig. 26. Estos cambios fueron pues
importantes y destacan las finas interacciones entre aminoacidos vecinos, necesarios para
la modificacion estructural producida ante la activacion del receptor. Los trabajos
relacionados con mutagénesis como las mutaciones puntuales pueden generar cambios
fundamentales en la estructura global de la proteina, dificultando su interpretacion al
tratar de relacionar la estructura de ésta con su funcion, tal como se pone de manifiesto en

este trabajo.

GABAp1 GABAp1 CARAp1
TM2 TM2 TM2
nativo L9l LS E
) | A
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Fig 26. Representacion de las modificaciones estructurales generadas por las
mutaciones L3161 (L9’l) y L316E (L9’E), en el receptor GABA..

La funcién de una proteina s6lo puede comprenderse describiendo su estructura,

es decir, la relacion tridimensional entre los atomos que la componen (Voet y Voet,
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1995). El receptor GABA( asi como el GABA, son dos de los receptores mas estudiados
de la familia de receptores ionotropicos abiertos por ligando (LGIC). Se han realizado
esfuerzos muy importantes tratando de determinar la relacion existente entre estructura y
funcién, sin embargo se debe puntualizar que no existe actualmente una estructura
generada por cristalografia de rayos X de cualquier LGIC, los mejores datos estructurales
han surgido de iméagenes de criomicroscopias electronicas del receptor nicotinico de
Acetilcolina procedente del pez Torpedo, con una resolucion cada vez mayor gracias al
potenciamiento computacional (Unwin, 2000). En estos estudios se pudo determinar que
el didmetro del poro se estrecha dentro de la membrana. En el estado cerrado del receptor
este estrechamiento se encuentra desde aproximadamente los residuos 9" a 157, pero en
el estado abierto la region mas angosta se encuentra en el extremo intracelular de la
hélice correspondiente al segundo segmento transmembranal, alrededor del residuo 2’
(Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2000). También existen datos electrofisiologicos los
cuales sugieren que el poro i6nico de los LGIC se estrecha hasta formar una constriccion
cerca de la boca intracelular (Lester, 1992). Las inferencias de un estrechamiento
intramolecular del poro han sido verificadas extensamente utilizando el método de acceso
por sustitucion de cisteinas (SCAM), que incluye no so6lo al receptor acetilcolinérgico
(Akabas et al., 1994; Wilson & Karlin, 2001), sino también al receptor GABA, (Xu et
al., 1995; Xu y Akabas, 1996) y al receptor serotoninérgico (5-HT3,) (Panicker et al.,
2002). El diametro de este estrechamiento se da en un rango de aproximadamente 0.5 a
0.9 nm en los distintos LGIC y estas diferencias, ademas de las cargas electrostaticas
parecen reflejar la selectividad anidnica o catidnica de cada tipo de canal (Keramidas et
al., 2004). Las medidas en el potencial de flujo en el receptor acetilcolinérgico han
sugerido que la longitud de este estrechamiento de la segunda region transmembranal es
de aproximadamente 0.3-0.6 nm.

Algunos experimentos que involucran mutantes puntuales han tenido el objetivo
de encontrar el mecanismo de control que permite la apertura del canal; experimentos
precursores (Imoto et al., 1991) se sujetaron a la polaridad de las cadenas laterales de los
residuos que forman el poro en el receptor acetilcolinérgico.

Se puede predecir que cualquier mutacion realizada en alguno de los residuos

encontrados en la parte mas estrecha del canal afectara la conductancia, ya sea

48



Construccion y caracterizacion funcional de mutantes de punto del residuo L9’ del segundo segmento
transmembranal del neurorreceptor humano GABA-pl

exponiendo a diferentes cadenas laterales que interactiien con los iones que atraviesan la
membrana 6 por cambios en el didmetro del poro. Las sustituciones polares pueden
soportar una mayor conductancia en el canal que las sustituciones no polares, aunque
para ambas clases quimicas la conductancia disminuye una vez que incrementa el
volumen de la cadena lateral (Imoto et al., 1991; Villarroel et al., 1991). De manera
interesante, mutando el residuo equivalente (G2") en la subunidad al del receptor de
Glicina, (por una alanina, la cual es ligeramente mayor) causa un incremento moderado
en la conductancia (Bormannn et al., 1993). Esto ultimo fue interpretado por los autores
como un cambio conformacional el cual causa una modificacion importante en la
estructura del segundo segmento transmembranal, mds que un simple efecto estérico
(Bormann et al., 1993).

Considerado de esencial interés para este trabajo, la mutacién de la leucina L9’
del receptor nicotinico (el residuo mas conservado en el segundo segmento
transmembranal de todos los LGIC) causa, en adicion a cambios en la apertura de canal,
la aparicion de un nuevo y variable estado de conductancia. No esta claro como el poro
de este estado "conductor desensibilizado" da origen a un mayor estado de conductancia,
y como la estructura del poro puede diferir del estado fisioldgico més abierto. Estudios
subsecuentes sobre la mutacion del mismo canal también reportaron un nuevo estado de
conductancia, aunque la magnitud de este nuevo estado de conductancia fue totalmente
distinto (Palma et al., 1997). De esto es especialmente relevante que los cambios en la
conductancia no fueron observados en receptores acetilcolinérgicos musculares
heteroméricos, y se han hecho diferentes interpretaciones para explicar los cambios en la
apertura del canal (Kosolapov et al., 2000). En caso de generarse el estado
desensibilizado conductor, debemos inferir un plegamiento distinto generado por el
cambio conformacional del receptor nicotinico.

Otros estudios de mutagénesis por SCAM (Xu et al., 1995; Xu y Akabas, 1996)
han generado informacion concerniente a la exposicion relativa de los residuos que
forman el poro de los LGIC. El patron de residuos expuestos en el estado abierto de
LGIC es similar, pero no idéntico, para cada uno de sus miembros. En general, los
residuos expuestos a lo largo del canal forman una linea recta que corre a lo largo de la

principal o hélice en el segundo segmento transmembranal.
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El receptor GABA, compuesto de las subunidades a1, 2, y2 fue examinada
mediante SCAM sustituyendo individualmente a cada residuo del segundo segmento
transmembranal de la subunidad a1l por una cisteina (Xu y Akabas, 1996). Los residuos
encontrados que se exponian a lo largo del poro y por tanto se exponian también al paso
de los iones, crearon un ambiente predominantemente polar dentro del canal. Seis
aminoacidos polares estaban expuestos, mientras que tres no polares no lo estaban. Es
aparente una periodicidad distinta desde la regiéon mds extracelular del canal hasta la
posicion L9’. La region extracelular del canal comienza con residuos polares y cargados
(R19” y N20") seguidos por dos residuos consecutivos, en aproximadamente una vuelta
en la hélice transmembranal, el primero de los cuales es polar y el segundo no polar. Este
patrén helicoidal continta con un residuo polar (T13"), seguido por uno polar adyacente
(T10") y uno no polar (L9"). La region intracelular mas estrecha del poro del receptor
GABA, esta formada por los dos residuos polares consecutivos (T7y T6") seguidos por
un V2’ no polar. Mas alld de la posicion 2°, los residuos sustituidos no reaccionaron
significativamente cuando fueron sometidos a reactivos sulthidrilicos aplicados
extracelularmente, reflejando posibles restricciones estéricas a su accesibilidad (Pascual y
Karlin, 1998; Wilson y Karlin, 2001; Bera et al., 2002). Otros resultados obtenidos del
SCAM de la subunidad al del receptor de Glicina sugiere una exposicion de A20" y
R19’, especialmente en presencia del ligando (Lynch et al., 2001).

Considerando la gran similitud en la secuencia entre las segundas regiones
transmembranales de las subunidades ol de los receptores de Glicina y GABA,, es
razonable que los residuos alineados entre 18" y 2" que estan expuestos en la subunidad
al del receptor GABA, estén también expuestos a los iones permeantes en el estado
abierto del canal en la subunidad a1 del receptor de Glicina. Por tanto, los residuos que
forman el poro durante el estado abierto en la subunidad al del receptor de Glicina son:
A20°/R19°, G17°/S16°, TI13°, TI10/L9’, T7°/T6’, G2'. Esto fue confirmado
posteriormente mediante SCAM en el mismo receptor de Glicina. Esta secuencia de
residuos expuestos también genera un poro predominantemente polar con un patrén casi
idéntico de residuos expuestos al paso de iones, reflejando la similitud en secuencia de
las subunidades o tanto de Glicina como de GABA4. En particular, la mitad intracelular

del poro es formada con dos residuos polares adyacentes (T7" y T6") seguidos por un
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pequeiio residuo no polar (G2") aproximadamente una vuelta helicoidal adelante de la
region mas estrecha del poro. Los residuos que forman el poro del receptor
acetilcolinérgico nicotinico muestran también cierta similitud con los de GABA,4, con
siete residuos en posiciones alineadas expuestos en ambos canales, aunque su naturaleza
quimica es distinta.

La interposicion de residuos expuestos del receptor acetilcolinérgico nicotinico
revela una porcion extracelular predominantemente hidrofobica con L16°, V13" y
S10/L9" accesibles a reactivos sulthidrilicos (siendo S10" relativamente poco reactivo
comparado al L9" adyacente en presencia del ligando). Intracelular a la posicién 9°, los
residuos polares S6” y T2 también estan expuestos en el estado abierto. Dentro de la
region mas central (Panicker et al. 2002) se reportdé una exposicion del residuo G10°".
Entonces, la formacion hidrofilica (polar) predominante del poro entero anidn-selectivo
en LGIC contrasta con la region extracelular hidrofébica (no polar) y la region
intracelular hidrofilica de los LGIC cation-selectivos. Otra diferencia importante respecto
a la naturaleza de los poros catién y anion selectivos es el didmetro de poro minimo
estimado en los LGIC anidn-selectivos, consistentemente menor que en los cation-
selectivos. Los didmetros minimos del receptor acetil colinérgico y serotoninérgico estan
en un rango de entre 0.74 y 0.84 nm (Dwyer et al., 1980; Yang, 1990; Cohen et al., 1992;
Wang e Imoto, 1992), mientras que los diametros de los receptores de Glicina, GABA, y
GABA( estan generalmente en el rango aproximado de 0.5-0.6 nm (Bormann et al.,
1987; Fatima-Shad y Barry, 1993; Rundstrom et al., 1994; Wotring et al., 1999).
Considerando estas evidencias juntas creemos que la modificacion conformacional
generada ante la activacion de los receptores anidon y cation selectivos podria no
necesariamente proceder estrictamente en un patron similar de interacciones
aminoacidicas. Es decir, en la estructura fina, los aminoacidos que interactiian para que
proceda dicho cambio conformacional deben ser distintos, si bien similares en sus
aspectos generales, necesariamente distintos en las interacciones especificas.

Por otra parte, desde su clonacion de una biblioteca de retina humana (Cutting et
al., 1991), se determin6 que el receptor GABA¢ forma homomeros. Ademas, se sabe
también que p1 es capaz de formar heterdémeros con la subunidad y2 del receptor GABA

de la perca blanca al ser coexpresadas en ovocitos de Xenopus laevis (Qian y Ripps,
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1999), asi como nativamente en la retina de los teledsteos (Pan y Qian, 2005). Ademas p1
es capaz también de interactuar con otros receptores de la misma familia, como las
subunidades al, a2, y 3 del receptor de Glicina (Pan et al., 2000), e incluso otras familias
de receptores, tal es el caso de los receptores de ATP ionotropicos P2X2 que son
estructural y funcionalmente distintos (Boue-Grabot et al., 2004).

Ante las premisas anteriores coexpresamos nuestras mutaciones de manera independiente
con cantidades equimolares (1:1) del receptor silvestre (pl WT), generando los
heterémeros: L316E + pl; y L3161 + pl. Las propiedades cinéticas en ambos casos
fueron similares a las del receptor silvestre, sin embargo, vale la pena destacar el caso del
heteromero L316E + pl, donde encontramos que la concentraciéon minima de GABA
(1x10”7 M) fue capaz de generar una corriente saliente. Lo anterior nos llevaria a pensar
que esta pequefia concentracion de GABA podria actuar incluso como un antagonista en
un porcentaje de receptores quiméricos. La modificacion en estos receptores es tal que,
de manera basal el receptor mantiene una pequefia fuga una vez llevado el voltaje hasta -
60 mV, y lo que parece ser una corriente saliente es, en realidad, un cambio
conformacional en el poro que interrumpe esta fuga. Sin embargo, el cambio
conformacional dado por concentraciones de GABA que ascienden y se mantienen en
incremento es distinto, de tal forma que abren ain mas el poro como sucede en el
receptor silvestre. Anteriormente se reporté un cambio similar al realizar mutaciones en
este mismo dominio por Ala (Pan et al., 1997), donde el fenotipo de la mutacién
observada generd un cambio en la actividad del canal. La mutacion pudo convertir un
estado cerrado (sin ligando) en un estado abierto, y a su vez el estado abierto (con
ligando) se volvio un estado cerrado no conductor.

Las acciones dependientes de la concentracion de GABA en el heterémero son
probablemente debidas a eventos discretos, cada una involucrando la unién de una
molécula de agonista al receptor. Durante la activacion del agonista los complejos
quiméricos pueden progresar a través de multiples estados conformacionales, reflejando
presumiblemente la unién de mas de una molécula de agonista al receptor con diferentes
afinidades intrinsecas. La corriente generada por altas concentraciones de GABA puede

deberse a la union de dos o mas moléculas de GABA en el receptor, generando una

52



Construccion y caracterizacion funcional de mutantes de punto del residuo L9’ del segundo segmento
transmembranal del neurorreceptor humano GABA-pl

transicion posterior del receptor al estado conformacional abierto por el ligando, tal como

ocurre precisamente en el receptor silvestre.

CONCLUSIONES

1. Los mutantes generados en este estudio (L316E, y L316I) no produjeron
receptores funcionales homoméricos, al ser expresados en ovocitos de Xenopus
laevis.

2. Los mutantes fueron coexpresados con cantidades equimolares (1:1) del receptor
silvestre (p1 WT), formando asi los receptores: L316E + p1,y L3161 + p1.

3. Las respuestas electrofisiologicas de los receptores L3161 + p1 fueron similares a
las del receptor silvestre.

4. El receptor L316E + pl produjo una corriente saliente a la concentracion de
GABA 1x107 M.

5. Lainversion de esta corriente puede deberse a la interrupcion de una fuga basal en
la membrana, generada posiblemente por el fenotipo de este posible receptor
mutante heteromérico, de tal forma que GABA 1x107 M estabiliza el estado

cerrado del canal.
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