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mGluR:

ml:

fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (homogeneous time-
resolved fluorescence)

investigacion y desarrollo

3-isobutil-1-metilxantina

concentracion inhibitoria 50

inositol 1,4,5-trifosfato

inositol 1,3,4,5-tetraquisfosfato

inositoles fosfato

cinasa Janus/transductor de sefial y activador de la transcripcion (Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription)

cinasa del amino-terminal de c-Jun (c-Jun N-terminal kinase)
constante de disociacion en el equilibrio del complejo receptor-
antagonista, determinada en un ensayo funcional

kilobase

constante de disociacion en el equilibrio

constante de inhibicion

litro

medio Luria-Bertani (Luria-Bertani broth)

hormona luteinizante ({uteinizing hormone)
N-(4-cianofenilmetil)-4-(2-difenil)- 1-piperazinahexanamida
dietilamida de acido lisérgico (lysergic acid diethylamide)
molar

receptor de acetilcolina muscarinico M;

guanilatocinasas asociadas a membrana (membrane-associated
guanylate kinases)

cinasa activada por mitégeno (mitogen-activated protein kinase)
receptor del oncogen MAS1 (MAS1 oncogen receptor)
receptor de la hormona concentradora de melanina (melanin-
concentrating hormone receptor)
N-bencil-4-(2-difenil)-1-piperazinahexanamida

medio Minimum Essential Medium

miligramo

receptor metabotropico de glutamato mGlu,

receptor de glutamato metabotropico

mililitro



Relacion de abreviaturas

mM:
ng:

nm:
nM:
NMDA:
NTSR:
P2YR:
PA,:

PACAPR:

PBS:

PCR:
PDE:
PDZ.:

PET:
PI3KYy:
PKA:
PKC:
PLA:
PLA,:
PLC-B:
PLD:
pM:
PTHR:
RAMP:

REM:
RFP:

milimetro

milimolar

pendiente de Hill

nanometro

nanomolar

N-metil-D-aspartato

receptor NTS; de neurotensina

receptor purigénico metabotropico

-log de la concentracion molar de antagonista que produce un

incremento de 2 veces en la ECsy del agonista

receptor tipo 1 del polipéptido activador de adenilato ciclasa de la

pituitaria

tampon fosfato salino (phosphate buffered saline)

reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

fosfodiesterasa

proteina de densidad postsinaptica; el acronimo combina las primeras

letras de tres proteinas: proteina de densidad postsinaptica PSD95 (Post

synaptic density protein 95), la proteina supresora de tumores en

Drosophila DIgA (Drosophila disc large tumor suppressor), y la

proteina zonula occludens-1 zo-1 (zonula occludens-1 protein)

tomografia de emision de positrones (positron emission tomography)

fosfoinositol 3-cinasa gamma (Phosphoinositide 3-kinase gamma)

proteina cinasa A (protein kinase A)

proteina cinasa C (protein kinase C)

ensayo de ligacion por proximidad (proximity ligation assay)

fosfolipasa A, (phospholipase A5)

fosfolipasa C-B (phospholipase C-p)

fosfolipasa D (phospholipase D)

picomolar

receptor de la hormona paratiroidea (parathyroid hormone receptor)

proteina modificadora de la actividad del receptor (receptor activity-
modifying protein)

reticulo endoplasmatico

movimiento ocular rapido (rapid eye movement)

proteina fluorescente roja (red fluorescent protein)
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RGS:

Rluc:
ROCK:
rpm:

SDS-PAGE:

SERT:
SH2:
SH3:
SNC:
SNP:
ssts:
SV40:
T*A:
TASIR:
TAS2R:
TDAH:
TGF-f:
T™:
TOC:
TRHR:

Tris:
U:
V,R:
WT:
Xg:
YFP:

proteinas reguladoras de la sefializacion de proteina G (regulators of G
protein signalling)

Renilla luciferasa

proteina cinasa asociada a Rho (Rho-associated protein kinase)
revoluciones por minuto

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
transportador de serotonina (serotonin transporter)

dominio homélogo de Src 2 (Src homology 2)

dominio homologo de Src 3 (Src homology 3)

sistema nervioso central

sistema nervioso periférico

receptor ssts de somatostatina

virus 40 del simio (simian vacuolating virus 40)

temperatura ambiente

receptor del gusto TAS1R ( taste I receptor)

receptor del gusto TAS2R (taste 2 receptor)

trastorno por déficit de atencion con hiperactividad

factor de crecimiento transformante-p (transforming growth factor-f5)
dominio transmembrana (transmembrane domain)

trastorno obsesivo-compulsivo

receptor de la hormona liberadora de tirotropina (thyrotropin-releasing
hormone receptor)

tris(hidroximetil)aminometano

unidad

receptor V, de vasopresina

nativo (wild-type)

unidad relativa de medida de aceleracion

proteina fluorescente amarilla (yellow fluorescente protein)
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I. GPCRs

i. Introduccion

La parte del proteoma que estudia las moléculas implicadas en la recepcion
de ligandos enddgenos y/o exdgenos, tomada como un conjunto, ha sido descrita
como el receptoroma, y constituye mas del 5% del genoma humano. La riqueza tanto
en numero como en diversidad de respuestas fisiologicas que controlan los
receptores, asi como el éxito relativo disefiando pequefios ligandos activos
clinicamente sobre ellos, ha convertido al receptoroma en la diana mas exitosa para
el descubrimiento de farmacos en terapéutica. Sin embargo, el potencial terapéutico
completo de todo el receptoroma permanece enmascarado, debido al
desconocimiento de los ligandos enddgenos para los llamados receptores
“huérfanos”. A mayores, un estudio mas exhaustivo de los farmacos ya existentes
sobre el receptoroma ha revelado un nivel de complejidad previamente no concebido,
en términos de selectividad y diversidad en cuanto al nimero de receptores con los
que interaccionan los farmacos. Por lo tanto, la identificacion de ligandos para
receptores huérfanos y el analisis del perfil de las diversas interacciones de farmacos
con los distintos receptores, ofrecerd nuevas rutas para el desarrollo de la terapéutica

(Armbruster y col., 2005).

Mias del 50% del receptoroma corresponde a un tipo de receptores
denominados GPCRs (receptores acoplados a proteinas G), también llamados 7TMR
(receptores con 7 dominios transmembrana), por compartir todos ellos esta
caracteristica estructural. Constituyen la familia méas grande, mas ubicua y mas
versatil de receptores de membrana celular, so6lo presentes en eucariotas. Los GPCRs
unen moléculas del exterior celular y activan interiormente rutas de transduccion de
sefales, provocando respuestas celulares diversas, adquiriendo especial importancia
por ser diana de muchos firmacos (Bockaert y Pin, 1999). Las vias de sefalizacion
moduladas por GPCRs regulan funciones bioldgicas clave como la proliferacion,
apertura de canales i6nicos, diferenciacion y supervivencia celular, entre muchas

otras (Flower y Attwood, 2004).
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Estos receptores estan codificados por una gran familia de genes; en
particular en el caso del genoma humano, mas del 1% codifica para mas de 1000
subtipos de GPCRs, provenientes de genes distintos o formados por splicing
alternativo o por edicion de ARNm, de los cuales mas del 90% se expresan en el
SNC (Gurevich y Gurevich, 2008a). Estos receptores responden a una enorme
variedad de estimulos y estan relacionados con un elevado numero de enfermedades,
siendo diana de casi la mitad de los farmacos comercializados actualmente (Strachan
y col., 2006). Los farmacos dirigidos contra GPCRs actian sobre estas proteinas
activandolas (agonistas) o antagonizando el efecto de agonistas (antagonistas)
(Marinissen y Gutkind, 2001). En la actualidad los GPCRs son considerados como
dianas para el desarrollo de nuevos farmacos en terapéutica (Panetta y Greenwood,

2008).

Light Ga"‘" Odurnnls Small molecules Proteins
Pheromones _ amino-acids, amines - TSH
“ nucleotides, nucleosides  * :;gH
. Eaphdesm andine, PAF * interleukins
«wingless
» chemokines
“ * g-latrotoxin
out _I: JE‘? Hz
Effector
Réceptor g * enzyme
g * channels
in ;-T.?- '\\ COOH —

Intracellular
messengers

Fig. 1.- Estructura prototipica de un GPCR. La variedad de mensajeros que activan a estos
receptores es un reflejo del éxito evolutivo de esta superfamilia de proteinas (Tomado de Bockaert y

Pin, 1999)
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Estructura comun

Todos los GPCRs, aunque pueden diferir en su secuencia primaria, longitud o
funcion, poseen siete dominios transmembrana, constituidos por secuencias de unos
25-35 residuos aminoacidicos, principalmente hidrofébicos, que adoptan una
estructura de hélice a interndndose en la membrana plasmatica formando una especie
de barril, orientado perpendicularmente al plano de la membrana y en modo contrario
a las agujas del reloj (visto desde la cara externa de la membrana). Asi, estos
receptores estan parcialmente inmersos en el ambiente apolar de la bicapa lipidica
formando una estructura compacta de hélices transmembrana conectadas por 3
bucles extracelulares e intracelulares, el extremo amino-terminal extracelular y el

extremo carboxi-terminal citoplasmatico (Flower y Attwood, 2004).

La mayor parte de la homologia en secuencia primaria de la proteina entre los
diferentes GPCRs esta contenida dentro de los dominios transmembrana
hidrofébicos. Los dominios transmembrana varian en relaciéon a su hidrofobicidad:
TM I, IV y VII solamente contienen un residuo hidrofilico y por lo tanto son mas
hidréfobos que TM 11, 111, V, y VI, que contienen varios residuos i6nicos y/o neutros.
Los residuos que son altamente conservados entre los miembros de esta gran familia
de receptores representan un pilar esencial para la determinacion de la estructura y

funcion del receptor (Ulloa-Aguirre y col., 1999).

La correcta orientacion de la cadena polipeptidica, que tiene lugar gracias a
un complejo de traslocacion presente en el reticulo endoplasmatico, se puede
diferenciar en dos estados de plegamiento diferentes, tras la traslocacion inicial del
receptor a través del extremo amino-terminal dentro del lumen del reticulo
endoplasmatico. En el primer plegamiento, las hélices a se disponen a través de la
bicapa lipidica, y el plegamiento de la proteina esta dirigido principalmente por los
efectos hidrofobicos. Los dominios transmembrana adoptan una estructura para
minimizar la superficie polar expuesta dentro del ambiente lipidico y, como
resultado, los aminoacidos hidrofobicos se encaran a la bicapa lipidica, quedando los

aminoacidos mas hidrofilicos orientados hacia la hendidura generada por el
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empaquetamiento de los dominios transmembrana. Finalmente, en el segundo
plegamiento se forma una estructura terciaria por interacciones especificas hélice-
hélice y por interacciones entre los dominios extracelulares y citoplasmaticos,
permitiendo un fuerte empaquetamiento. La mayoria de los GPCRs, con la excepcion
de receptores para sabor amargo TAS2Rs (faste 2 receptors), contienen dos residuos
de cisteina altamente conservados presentes en los bucles extracelulares EL 1 y II,
que forman entre si un puente disulfuro que estabiliza la estructura del receptor

(Lagerstrom y Schidth, 2008; Tuteja, 2009; Peeters y col., 2011).

El dominio extracelular amino-terminal es altamente variable entre los
GPCRs, frecuentemente este segmento suele estar glicosilado, y puede estar formado
por 4 hasta mas de 50 residuos de aminodcidos. El dominio carboxi-terminal es
intracelular, y contiene secuencias de aminoacidos susceptibles de ser fosforiladas o
que participan en la interaccion de este dominio con diferentes moléculas de
sefalizacion importantes para la regulacion y funcionalidad del receptor, como son
proteinas implicadas en la desensibilizaciéon e internalizacién de los receptores

(Agnati y col., 2003).

La determinacion por primera vez de la estructura cristalina de alta resolucion
de un GPCR, la rodopsina bovina, en el afio 2000 demostrd lo que se habia predicho
en cuanto a la estructura general de los GPCRs (Palczewski y col., 2000; Palczewski,

2006).
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Fig. 2.- Modelo bidimensional de la rodopsina bovina (Tomado de Palczewski, 2006)

Mas recientemente se ha elucidado la estructura cristalina de la opsina (la
apoproteina del receptor rodopsina), acoplada y sin acoplar a la subunidad a de la
proteina G (Park y col., 2008; Scheerer y col., 2008), lo que ha permitido una mejor
interpretacion de los cambios estructurales asociados a la transduccion de la sefial
(Rosenbaum y col., 2009; Nygaard y col., 2009). Desde entonces se han cristalizado
otros GPCRs de la familia de rodopsina en complejos con distintos ligandos de
distinta eficacia intrinseca, incluyendo los receptores 5-HT,g (Wacker y col., 2013) y
5-HTs (Wang y col., 2013) de serotonina, el receptor D3 de dopamina (Chien y col.,
2010), el receptor A, de adenosina (Jaakola y col., 2008) los receptores B; (Warne y
col., 2008; 2012) y B, adrenérgicos (Rasmussen y col., 2007; Cherezov y col., 2007;
Rosenbaum y col., 2007; Rasmussen y col., 2011), los receptores p (Manglik y col.,
2012), k (Wuy col.,, 2012) y & (Granier y col., 2012) opioides, entre otros, asi como
se ha confirmado la cristalizaciéon del receptor de la clase B para la hormona
liberadora de corticotropina CRFR1 (http://www.heptares.com/news/65/74/Heptares-
Solves-First-Family-B-GPCR-Structure.html).
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Clasificacion

Existen diversos sistemas de clasificacion de los GPCRs, atendiendo a
diferentes criterios: segun el sitio de union de ligandos, caracteristicas funcionales o
estructurales, genéticas (Kolakowski, 1994) o filogenéticas, entre otras.
Recientemente, se ha propuesto la clasificacion GRAFS (nombre formado por las
iniciales de cada una de las familias) (Fredriksson y col., 2003; Schidth y

Fredriksson, 2005), que divide los GPCRs humanos en 5 familias atendiendo a su

filogenia:
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Fig. 3.- Relacion filogenética de los GPCRs en el genoma humano (Tomado de Fredriksson y col.,

2003)

1) Glutamato: presentan un extremo amino-terminal largo que forma dos l6bulos a
modo de Venus atrapamoscas. Pertenecen a esta familia los receptores
metabotropicos de glutamato (mGlu, 8 subtipos), asi como dos receptores

metabotropicos de GABA, un receptor sensible al calcio (CaSR) y cinco receptores

del sabor de tipo 1 (TAS1R).
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2) Rodopsina: es la familia mas extensa y los GPCRs pertenecientes a ella presentan
diversas caracteristicas comunes, como un motivo NSxxNPxxY en el dominio
transmembrana VII y el motivo DRY o D(E)-R-Y(F) en la union del dominio
transmembrana III con el segundo bucle intracelular. La mayoria de los ligandos de
estos receptores se unen a una cavidad entre las regiones transmembrana, aunque
existen excepciones, como los receptores para glicoproteinas (por ejemplo, la
hormona luteinizante (LH), la hormona estimulante del foliculo (FSH), etc.,...) cuyo
sitio de union se encuentra en el extremo amino-terminal del receptor (Morris y col.,

2009). Se han descrito 4 grupos dentro de esta familia: o, B, vy y  (Fig. 4):

» Grupo o: a este grupo pertenecen receptores como los de adenosina,
serotonina, dopamina, las opsinas (el unico grupo de GPCRs que responde a

fotones de luz), o los receptores muscarinicos (mACh), entre otros.

» Grupo B: este grupo engloba 36 receptores para ligandos peptidicos, entre
ellos los receptores de taquicininas, coleocistoquinina, oxitocina y

neuropéptido Y, entre otros.

» Grupo y: incluye 3 subgrupos: receptores SOG (somatostatina-opioides-
galanina), de MCH (hormona concentradora de melanina) y de quimiocinas.
En este grupo encontramos los receptores de somatostina, opiodes, o

angiotensina, entre otros.

» Grupo J: incluye entre otros los receptores del oncogen MASI y receptores
de nucleotidos (P2Y).
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Fig. 4.- Relacion filogenética entre los receptores de la familia rodopsina en el genoma humano

(Tomado de Fredriksson y col., 2003)

3) Adhesion: los GPCRs de esta familia se caracterizan por presentar uno o varios
dominios funcionales con motivos de adhesion en el extremo amino-terminal, estan
implicados en el proceso de adhesion celular. Este extremo es de longitud variable

(200-2800 aminoacidos) y rico en sitios de glicosilacion y residuos de prolina.

4) Erizzled/taste2: esta familia se divide en 2 tipos con marcadas diferencias:

» Taste 2: receptores para sabor amargo tipo 2 (TAS2R): se encontraron al
menos 13 receptores de este tipo. Presentan un extremo amino-terminal muy
corto y no esta confirmado que exista un dominio de union de ligandos en el

mismo.
» Frizzled: estos receptores controlan procesos de desarrollo, entre otros. Es

una familia de 10 receptores, y poseen un extremo amino-terminal de unos

200 aminoacidos con cisteinas conservadas.
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5) Secretina: los receptores de esta familia unen principalmente grandes péptidos y
la mayor parte actan en sefializacion paracrina y endocrina. Su extremo amino-
terminal presenta entre 60-80 aminoacidos, contiene puentes disulfuro entre residuos

conservados de cisteina y es particularmente importante para la union del ligando.

11
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Activacion del receptor y transduccion de la sefial por las proteinas G

Actualmente se acepta que, en el estado inactivo de un GPCR (sin ligando
unido), la estructura de los segmentos transmembrana del receptor es estabilizada por
interacciones no covalentes entre las cadenas laterales de aminoacidos del receptor.
Basandose en estudios biofisicos, de mutagénesis dirigida y estructurales, se propone
un modelo donde los agonistas, en su union a los GPCRs, estabilizan parcial o
totalmente estados activos del receptor como consecuencia de las interacciones, que
se crean entre la molécula del ligando y residuos especificos del receptor
(Kristiansen, 2004; Kobilka y Deupi, 2007). Teniendo en cuenta también la
posibilidad de que el receptor produzca una respuesta bioldgica en ausencia de
ligando (actividad constitutiva) (Seifert y Wenzel-Seifert, 2002), no todos los
ligandos ejercen la misma accion en su interaccion con el sitio ortostérico del
receptor (al que se une el ligando endogeno y el resto de ligandos no alostéricos),
pudiendo establecerse una clasificacion dependiendo de la naturaleza de los efectos
funcionales que producen: agonistas totales y agonistas parciales (activan los
receptores con una eficacia maxima o inferior a la maxima, respectivamente),
antagonistas (bloquean la union de agonista) y agonistas inversos (reducen la

actividad constitutiva de los receptores) (Maudsley y col., 2005).

100 = full agonist

» partial agonist

50
¥ antagonist

+ partial inverse agonist
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« full inverse agonist

G-protein- and effector system
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ligand (log M)

Fig. 5.- Respuestas evocadas por distintos tipos de ligandos, diferenciados en base a la

naturaleza de sus efectos funcionales (Tomado de Seifert y Wenzel-Seifert, 2002)

Se ha demostrado que los GPCRs activados consecuencia de su interaccion
con agonistas son capaces de modular 2 tipos de sefalizacion: una dependiente de

proteinas G, y otra independiente de proteinas G, referida fundamentalmente a la

12
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sefalizacion dependiente de [P-arrestinas. La multitud de vias de sefalizacion
reguladas como consecuencia de la activacion de GPCRs hace que se trate de un
grupo de receptores que engloba a un elevado ntimero de potenciales dianas para

farmacoterapia (Smith y Luttrell, 2006).

En cuanto a la sefializacion dependiente de proteina G, los sistemas efectores
movilizados por un determinado receptor dependen del tipo de proteina G con la que
se acople dicho receptor. Las proteinas G heterotriméricas constan de tres
subunidades, o (de entre 39 a 45 kDa), B (de entre 35 a 39 kDa) y y (de entre 6 a 8
kDa). Se conocen al menos 21 subunidades a, 6 subunidades B y 12 subunidades vy
diferentes (Cabrera-Vera y col., 2003; Kristiansen, 2004; Oldham y Hamm, 2006;
Baltoumas y col., 2013), lo cual permite que exista una amplia variedad de proteinas
G, que se clasifican atendiendo a su subunidad a. Segiin un modelo clasico, existen 3
rutas principales de sefializacion a través de proteina G dependiendo del efector que
participa, mediadas por 4 subclases de proteinas G: Gs, Gio, Ggi11 Y Gi213 (Neves y
col., 2002; Cotton y Claing, 2009). Las proteinas G; y Gi, s€ caracterizan por
compartir como efector la adenilato ciclasa (AC), ejerciendo sobre ella un efecto
positivo o negativo, respectivamente, a través de sus subunidades Go, con
consecuencias sobre la produccion de AMPc (Ross y Gilman, 1977; Schmitt y Stork,
2002; Weissman y col., 2004). Las proteinas Gg; estimulan a través de las
subunidades a la fosfolipasa C-p (PLC-p) para producir los mensajeros intracelulares
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Xie y col., 2002), mientras que
las subunidades o de las proteinas Gjy/3 estan implicadas en la regulacion de
pequenias GTPasas como Rho, pudiendo ésta a su vez activar a otras proteinas
responsables de la regulacion del citoesqueleto como las Rho-cinasas (ROCK) (Shi y
Kehrl, 2001). En cuanto al dimero formado por las subunidades By, se ha demostrado
que participa en diferentes funciones relacionadas con sefalizacion, en particular en
el caso de los receptores acoplados a Gai, (Marinissen y Gutkind, 2001; Smrcka,

2008).
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Fig. 6.- Representacion esquematica del entorno celular, en la cual se destaca el papel de los
ligandos, GPCRs y las principales vias de seiializacion activadas por los mismos (Tomado de

Dorsam y Gutkind, 2007)

En el modelo de sefializacion de GPCRs dependiente de proteina G, los
GPCRs actian como factores intercambiadores de nucleotidos de guanina (GEF)
para los complejos Ga-GDP/GPy, accion que resulta clave para el comienzo de la
sefializacion, ya que la liberacion de GDP de la subunidad Ga es el paso limitante del
ciclo de activacion de proteinas G. La consiguiente union de GTP a la subunidad Ga
genera un cambio conformacional en la misma, provocando la disociacion del
dimero Gy y adoptando las subunidades una conformaciéon capaz de interactuar con
efectores. La subunidad activada Ga-GTP y el dimero Gfy liberado transmiten las
sefales a diversos efectores situados por debajo en la cascada de sefializacion dando
lugar a la produccion de los correspondientes segundos mensajeros intimamente
involucrados en procesos fisiologicos reguladores. La desactivacion de la
sefalizacion por la proteina G ocurre por la hidrdlisis de GTP a GDP por la actividad
GTPasa intrinseca de la subunidad Ga, que ocurre a una tasa que varia entre las

distintas subfamilias de proteinas G. La tasa de hidrolisis puede ser dramaticamente
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reforzada por miembros de la superfamilia de las proteinas reguladoras de la
sefalizacion de proteina G (RGS), que sirven como proteinas aceleradoras de la
actividad GTPasa (GAP). La subunidad inactiva (Ga-GDP) consecuentemente se
reasocia con el complejo GPy para completar el ciclo (Fig. 7) (Marinissen y Gutkind,

2001; van Eps y col, 2006; McCoy y Hepler, 2009).

Agonist

Pi

GAP
-~
‘: o-effector Py-effector
RGS

Fig. 7. - Ciclo de activacion de proteinas G por GPCRs (Tomado de Johnston y Siderovski, 2007)

Asi, las proteinas G heterotriméricas sirven como interruptores moleculares y
son criticas para definir aspectos temporales y espaciales de las respuestas celulares a
estimulos externos. Analisis bioquimicos y estructurales a lo largo de las dos ultimas
décadas han incrementado nuestro conocimiento de los mecanismos implicitos en la
regulacion de las proteinas G y su ciclo. Sin embargo, a pesar de los grandes
esfuerzos hasta ahora, los detalles moleculares precisos de como se activan las
subunidades Ga no han sido completamente elucidados (Johnston y Siderovski,

2007).
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Sefializacion independiente de proteina G

Los GPCRs también pueden sefalizar por mecanismos independientes de
proteina G, uniéndose directamente a otros efectores. Entre ellos, destaca el papel de
2 familias de proteinas: arrestinas (B-arrestinas I y II, para GPCRs distintos de
rodopsina, o las arrestinas visuales para rodopsina y opsinas) y GRKs (cinasas de
receptores acoplados a proteinas G). Tradicionalmente, las [-arrestinas se
identificaron como proteinas scaffold que juegan papeles importantes en los procesos
de desensibilizacion, internalizacién y terminacion de senales de los GPCRs
mediadas por proteinas G tras exposiciones prolongadas a agonistas (Gainetdinov y
col., 2004), requiriendo para que se produzca la unién de las B-arrestinas a los
GPCRs activados la fosforilacion de los mismos mediante las GRKs (Reiter y
Lefkowitz, 2006). Por ello, se cree que estas proteinas reguladoras podrian servir
como dianas para el descubrimiento de nuevos farmacos para prevenir el desarrollo
de la tolerancia a farmacos establecidos, prolongando la actividad terapéutica de

estos agentes (Eglen y col., 2007; Dromey y Pfleger, 2008).

Adicionalmente, se ha demostrado que los GPCRs activados pueden ser
directamente fosforilados por GRKs que estan localizadas constitutivamente en la
membrana, del mismo modo que la unién de las P-arrestinas a los GPCRs
fosforilados puede ser independiente de las proteinas G. Recientemente se ha
demostrado que estas proteinas estan involucradas en diversas interacciones con un
elevado numero de proteinas sefalizadoras y de trafico: PI3Ky, Akt, GIT, ERK, p38,
JNK, I-xB, RhoA o clatrina, entre otras, pudiendo provocar el reclutamiento de estas
moléculas senalizadoras la activacion de GPCRs por vias independientes de proteina
G (Violin y Lefkowitz, 2007; Ribas y col.,, 2007; DeFea, 2011).Un ejemplo
empleando una variante mutada del receptor AT;R (la cual es deficiente en
acoplamiento a proteina heterotrimérica G) demostrdé mediante un modelo
esquematico de sefalizacion independiente de proteinas G, en el cual intervienen
tanto B-arrestina 2 como GRKs, que el receptor podia activar la via de sefializacion

de ERK/MAPK a través de Src (Wei y col., 2003)
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- Extrr?\cellular
/ y signal
G protein-dependent G protein-independent
sub-network sub-network
ALEE

~

=2

H
=
@

@
@) 1
@@_ﬁ

24 messengers — /l /\ M
downstream signalling
29 messenger-dependent cascades

S IV
] U

Adapted biological outcome

Fig. 8. - Modelo esquemitico de sefalizaciéon de GPCRs dependiente (panel izquierdo) o
independientemente (panel derecho) de proteinas G, asi como las relaciones de activacion y/o inhibicion
entre ambas, desencadenando la activacion de diferentes rutas de sefializacion (Tomado de Heitzler y

col., 2009)

A su vez, podria desencadenarse una ola a mayores de nuevas senales
mediadas por la interaccion de los GPCRs con otro grupo heterogéneo de proteinas
no dependientes de proteina G denominado GIPs (proteinas de interacciéon con
GPCRs), en el cual se encuentran entre otras, las proteinas de andamiaje, scaffolding
proteins o scaffolds, implicadas en la localizacion subcelular de los GPCRs (por
ejemplo, proteinas que contienen dominios PDZ), las cuales también pueden actuar
como transductores de senal (Heitzler y col., 2009). Las proteinas scaffolds son ricas
en dominios de interaccion proteina-proteina tales como los SH2 (Scr-Homology 2),
SH3 o PDZ (Post-synaptic-Density- 95/Discs-large/Z0O1), entre otros, que se han
conservado a lo largo de la evolucion. En los tltimos afios se ha descrito un gran
nimero de interacciones entre los GPCRs y proteinas que contienen dominios PDZ
(Pawson y Scott, 1997; Luttrell, 2008). Otras scaffolds a tener en cuenta son algunos
de los miembros de las familias de proteinas MAGUK, Shank y Homer, las cuales
estan involucradas en el andamiaje en las densidades post-sinapticas (Beresewicz,

2007; Bockaert y col., 2010).
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ii. Modelos de activacion de GPCRs, estados conformacionales v

selectividad funcional

El concepto clésico en farmacologia describia que, en ausencia de un ligando,
los receptores dentro de una poblacién permanecian inactivos, siendo necesaria la
union de un agonista para activar al receptor. Por lo tanto, la activacion del receptor
se describe a partir de la union de un agonista (A) al receptor en estado inactivo (R)
para formar un complejo AR, provocando el agonista la isomerizacion del receptor al
estado activo (AR*). En una publicacién de Costa y Herz en 1989 (Costa y Herz,
1989) se mostré la primera evidencia de que un receptor sin ninguna molécula unida
en las células no era totalmente inactivo, pudiendo senalizar de forma espontanea via
los efectores celulares habituales (actividad constitutiva). A mayores, descubrieron
que la eficacia intrinseca de algunos farmacos, ahora conocidos como agonistas
inversos, ofrecia un valor negativo en el momento en que se unian a las dianas de
interés. Después de muchos afios de escepticismo, fundamentado en gran medida por
las dudas sobre la presencia de un ligando activador en los ensayos, ahora se acepta
que muchos, si no todos los GPCRs, pueden ser constitutivamente activos. El
término agonismo inverso, tras varias acepciones, se emplea hoy en dia para
describir ligandos con eficacia negativa sobre los GPCRs, observandose que mas del
85% de los ligandos caracterizados previamente como "antagonistas" presentan

actividad como agonistas inversos (Kenakin, 2001).

Tras varios modelos en los que se intentd explicar el proceso de activacion de
receptores, se propuso por Samama y colaboradores un modelo en el que se tenia en
cuenta la actividad constitutiva y el papel de los agonistas inversos, el llamado
modelo ternario extendido (Fig. 9). Segun este modelo, el receptor existe en dos
estados interconvertibles que son una propiedad intrinseca del receptor: un estado
inactivo (R) que une al agonista con baja afinidad y un estado activo (R*) que une al
agonista con alta afinidad. Este modelo implica por tanto que este estado activo del
receptor generado de forma espontanea puede interaccionar con la proteina G incluso
en ausencia de union del agonista (Samama y col.,, 1993). La proporcion de

receptores activos en un determinado momento estd definida por una constante
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alostérica (L) que es igual a R/R*. Dentro de este marco, los ligandos que tienen una

mayor afinidad por el estado activo (R*) enriquecen esta poblacion a expensas de la

conformacién inactiva (R), de tal modo que aumenta la activacion del efector,

comportandose por lo tanto como agonistas. Por otra parte, los ligandos con mayor

afinidad por R enriquecen la conformacion inactiva, disminuyendo de ese modo la

activacion del efector y por lo tanto siendo agonistas inversos. En el caso de los

antagonistas nos encontramos frente a ligandos con igual afinidad por R y R*, los

cuales no alteran el equilibrio pero ocupan los receptores R y R*, compitiendo con su

presencia con agonistas y agonistas inversos.
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Fig. 9.- A) Modelo de activacion de receptores de dos estados, que asume que el receptor

isomeriza de un estado inactivo (R) a un estado activo (R*) (Tomado de Aloyo y col., 2009). B) El

modelo de dos estados de activacion de GPCRs contempla la existencia de ligandos con distinta

eficacia intrinseca: agonistas totales o parciales, antagonistas neutros y agonistas inversos

parciales o totales (Tomado de Seifert y Wenzel-Seifert, 2002)

Aunque este modelo daba cabida a la evidencia experimental de la actividad

constitutiva del receptor y el comportamiento de los agonistas inversos, no podia
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explicar los datos experimentales que sugieren que la eficacia relativa con que los
ligandos regulan cada una de las multiples respuestas asociadas a un tinico subtipo de
receptor puede diferir. Este comportamiento es conocido como sefializacion dirigida
por agonista (agonist trafficking of receptor stimulus), eficacia colateral (collateral
efficacy), o segun lo mas aceptado hoy, agonismo sesgado (biased agonism) o
selectividad funcional (functional selectivity) (Berg y col., 1998; Urban y col., 2007,
Kenakin, 2007; Kenakin y Miller, 2010; Kenakin, 2011). Se propone que los
ligandos inducen una conformacion receptor-ligando especifica que resulta en la
activacion diferencial de determinadas rutas de transduccion de sefales de entre las
asociadas al receptor. Para tener en cuenta este fendémeno se desarrollaron modelos
de estados multi-activos, tales como el modelo de tres estados (Fig. 10). Para estos
modelos, en una poblacion de receptores sin ligando unido existen multiples
conformaciones activas (R*, R** R*** etc.) en equilibrio con una, o mas,
conformaciones inactivas, equilibrio definido por varias constantes alostéricas (L, M,
N, etc.). Cada una de las conformaciones activas tiene actividad preferencial hacia un
efector celular, permitiendo a los agonistas tener una actividad preferente hacia una
via de senalizacion. Ademas, las multiples constantes alostéricas permiten diferentes
niveles de actividad constitutiva del receptor hacia diferentes respuestas celulares.
Este modelo predice que un ligando puede enriquecer una conformacién activa (por
ejemplo, R*) a expensas de otro estado activo (por ejemplo, R**), dependiendo de la

afinidad relativa del ligando por R, R* y R** (Aloyo y col., 2009).
ngand
R
M- “w
é—-—-— R {— R*

Response2 l Ka™ lKA KAi Response1

AR**; AR «<——AR*

Fig. 10.- Modelo de activacion de receptores de tres estados (Tomado de Aloyo y col., 2009)
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Se propone asi, que los ligandos inducen una conformacion receptor-ligando
especifica que resulta en la activacion diferencial de determinadas rutas de
transduccion de sefales de entre las asociadas al receptor (Fig. 11). En este
escenario, un ligando podria ser un agonista activando preferentemente la respuesta
de R*, y a la vez ser agonista inverso en la respuesta asociada a R**. Tales ligandos
que son agonistas y agonistas inversos al mismo tiempo para los mismos receptores
dependiendo de la respuesta medida se llaman “protean ligands” (Kenakin, 2001).
La existencia de estos ligandos subraya la necesidad de referirse a la respuesta

medida al caracterizar las propiedades farmacologicas de un ligando.

A1+ R A2+ R A3+R

L i Agonist-Specific
A1R A2R A3R <*— Receptor Conformations

/\

E1 E2 E1 E2 E1 E2

Fig. 11.- Tlustracion de la hipétesis de la selectividad funcional por ligandos sesgados. Cuando el
agonista A; interactiia con el receptor R, un estado conformacional del receptor agonista-especifico
provoca una activacion mas efectiva de la ruta efectora E, que de la E,. En el segundo caso, el
agonista A, unido al mismo receptor promueve una activacion similar para ambas rutas. El tercer caso
es el contrario que el primero, viéndose favorecida la segunda ruta efectora (Tomado de Berg y col.,

1998)

En los ultimos afnos se han recogido un gran nimero de demostraciones
experimentales apoyando la hipotesis de la existencia del fendmeno de selectividad
funcional, que nos hace concebir de una manera distinta el concepto de eficacia
intrinseca anteriormente aceptado. En este sentido, hay trabajos pioneros que aportan
evidencias experimentales de la existencia de multiples conformaciones activas del
receptor a partir de estudios espectroscopicos sobre receptores purificados (Ghanouni
y col., 2001; Swaminath y col., 2004; 2005; Mary y col., 2012) asi como de ensayos
de union de ligandos (Palanche y col., 2001; Liapakis y col., 2004), habiéndose

asociado en algunos casos conformaciones especificas del receptor consecuencia de
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su interaccion con distintos ligandos a la eficacia de los mismos en una determinada
ruta (Swaminath y col., 2005; Mary y col., 2012) o a la selectividad funcional
(Palanche y col., 2001; Swaminath y col., 2004; Mary y col., 2012).

Junto con esto, la propiedad de selectividad funcional se ha manifestado
experimentalmente al observarse que el orden de eficacias relativas (el nivel de
activacion maxima relativo para cada agonista) de una serie de agonistas de
receptores 5-HT,s de serotonina sufrid inversiones al considerar su efecto sobre
diferentes rutas de sefializacion de un mismo receptor (Berg y col., 1998), asi como
al comparar la potencia relativa de distintos ligandos peptidicos agonistas del
receptor tipo 1 del polipéptido activador de adenilato ciclasa de la pituitaria
(PACAP) en diferentes rutas de senalizacion del receptor (Spengler y col., 1993).
Notablemente y para el caso del receptor 5-HT4, este fendomeno manifestado a nivel
de la respuesta transcriptomica, se ha apuntado como posible responsable de las
diferentes acciones de agonistas alucindégenos versus no alucinégenos actuando a

través del receptor 5-HT,4 (Gonzalez-Maeso y col., 2007).

También se puede considerar selectividad funcional el caso de ligandos que
son capaces de disociar procesos tales como la sefializacion dependiente de proteina
G de otros procesos reguladores de la sefializacion del receptor, como el trafico
intracelular, desensibilizacion o fosforilacion del mismo. Tal es el caso de la morfina
que promueve eficazmente la activacion de proteinas G; via receptores opioides L sin
promover la internalizacién del receptor, a diferencia por ejemplo del agonista
DAMGO que promueve eficientemente ambos procesos (Keith y col., 1996). Lo
mismo se puede decir de agonistas del receptor 5-HT,c, que mostraron distintas
eficacias relativas desensibilizando dos rutas de sefializacion reguladas por el
receptor, eficacias que ademas no se correspondieron con sus eficacias activando
dichas rutas (Stout y col., 2002). Igualmente, modificaciones postraduccionales
selectivas de agonista tales como la fosforilacion en distinto grado, sobre distintos
residuos y/o por parte de distintas cinasas de los GPCRs (Trester-Zedlitz y col.,
2005; Zidar y col., 2009; Nobles y col., 2011) confiere una especie de codigo de

barras dependiente de ligando al GPCR que resulta en la modulacion diferencial de
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las distintas rutas de sefalizacion del mismo, particularmente rutas dependientes de

beta-arrestina.

Pero sin duda, el ejemplo mas habitual de agonismo sesgado que se detecta en
la busqueda de nuevos ligandos para dianas GPCR es el de ligandos capaces de
modular diferencialmente la activacion de proteinas G versus la traslocacion de -
arrestinas y sefalizacion dependiente de B-arrestina independiente de la activacion de
proteinas G. Entre otros se encuentran los agonistas especificos de arrestina del
receptor D, de dopamina UNC9975 y UNC9994, los cuales son simultaneamente
inactivos en cuanto a la producciéon de AMPc a través de Go; y a su vez agonistas
parciales en cuanto a la interaccion del receptor D, de dopamina con B-arrestina II
(Chen y col., 2012). Estos agonistas mostraron un marcado perfil antipsicotico
dependiente de la expresion de [B-arrestina II, lo cual sugiere que esta proteina
contribuye a la eficacia antipsicotica de los compuestos. Otros estudios que han
descrito agonismo sesgado hacia rutas dependientes de [-arrestina incluyen el
receptor de la hormona paratiroidea (Gesty-Palmer y col., 2006; Bohinc y Gesty-
Palmer, 2012), el receptor B, adrenérgico (Drake y col., 2008) o el receptor de
angiotensina II de tipo 1 (Godin y Ferguson, 2012), entre otros, junto con trabajos

describiendo antagonismo sesgado sobre estas rutas (Magnan y col., 2013).

Parece, por tanto, plausible desarrollar farmacos con el objetivo de modular
selectivamente las rutas de sefalizacion de una diana implicadas en los efectos
terapéuticos sin afectar a otras relacionadas con acciones no deseadas o efectos
secundarios, algo que despierta un interés reciente en [+D de farmacos (Goupil y

col., 2012).
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iv. Antagonismo insuperable

Por definicion, los antagonistas interfieren con la capacidad de los agonistas
para producir la respuesta farmacologica asociada. Un antagonista competitivo y
reversible interactia con el receptor de modo remontable produciendo un
desplazamiento hacia la derecha de las curvas concentracion-respuesta del agonista,
sin disminucion de la respuesta maxima al agonista, y su antagonismo puede ser
superado por concentraciones crecientes de agonista. En contra, los antagonistas
insuperables disminuyen la respuesta maxima del agonista hasta suprimirla
completamente al aumentar su concentraciéon, pudiendo o no provocar un
desplazamiento hacia la derecha de curvas concentracion-respuesta del agonista

(Gaddum y col., 1955; Vauquelin y Szczuka, 2007).

Hay al menos 2 mecanismos que pueden explicar el antagonismo insuperable.
El primero de ellos hace referencia al antagonismo no competitivo reversible, que se
refiere a antagonistas que no compiten con el agonista por su union al receptor ni son
desplazados por el agonista, por interaccionar con otros sitios en el receptor o a otros
niveles de la ruta de sefializacion del receptor. Estos antagonistas, por ejemplo, se
pueden unir a sitios alostéricos del receptor para provocar un cambio conformacional
que prevenga su estimulacion (Christopoulos y Kenakin, 2002). También puede
tratarse de alosterismo entre protomeros de dimeros de GPCRs. El otro mecanismo
de antagonismo insuperable seria un antagonismo irreversible o pseudoirreversible, y
se puede poner en evidencia en experimentos en los que tejidos o células hayan sido
preincubados con el antagonista, y posteriormente lavados y estimulados con el
agonista. Los antagonistas competitivos (es decir, aquellos que se unen al sitio de
unidn del agonista) también pueden causar una inhibicion insuperable siempre que su
unidn sea irreversible o por lo menos tan lentamente reversible que no se aprecia su
disociacion en un tiempo suficiente para liberar a todos los receptores para la
subsiguiente estimulacion por agonista durante el experimento. De esta forma, nunca
se alcanzard la respuesta mdxima atn incrementando la concentracion de agonista al
menos en un sistema carente de receptores de reserva (Paton y Rang, 1965;

Furchgott, 1966). Sin embargo, a veces se utiliza incorrectamente el término
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antagonismo no competitivo para referirse a un antagonismo insuperable, usando
estos términos practicamente como sinonimos, sin investigar si nos podemos
encontrar ante un bloqueo competitivo pero de larga duraciéon del receptor
(Vauquelin y Szczuka, 2007). Para el estudio de estos fendmenos resulta muy util el
uso de células intactas expresando los receptores de interés, que suponen una
estrategia elegante para distinguir entre antagonismo competitivo y no competitivo
mediante experimentos de preincubacion-lavados, ya que sélo la ultima clase de
antagonistas es capaz de inhibir el maximo de respuesta en esas condiciones
(Vauquelin y col., 2002). Un parametro que mide la potencia de un antagonista es la
Ky (constante de disociacion en equilibrio del complejo antagonista-receptor,
determinada en un ensayo funcional) y es una herramienta de empleo recurrente para
describir antagonistas competitivos en descubrimiento de farmacos. Para calcular
correctamente el pK, (-log K,) de un antagonista, debe conocerse el mecanismo
molecular de accion, ademas de utilizarse el modelo apropiado para analizar los
datos. Se ha observado que el pA4> (-log de la concentracion molar de antagonista que
produce un incremento de 2 veces en la ECsy del agonista) es un pardmetro ttil de
estrecha relacion con el pKy, a pesar de no poder emplearse para describir la potencia
del antagonista en casos de un comportamiento no remontable (Kenakin y col.,
2006). Con la excepcion de los antagonistas alostéricos, los cuales bloquean la
sefializacion del receptor pero aumentan la afinidad del receptor por el agonista, el
pA; resultante tiene un valor superior que el valor para pKy, y la diferencia entre el
valor experimental real entre p4,y pK, sera pequefia. Aunque el conocimiento del
mecanismo de accién no es una requisito estricto para la estimacion fiable de la
potencia del antagonista, es una informacidon importante con respecto a la utilidad del

antagonista en situaciones terapéuticas (Kenakin, 2004).

25



Introduccion

v. Ligandos alostéricos

El descubrimiento de farmacos selectivos y eficaces dirigidos a GPCRs hasta
hace poco, este descubrimiento de farmacos se veia reducido a estudios sobre el sitio
ortosterico del receptor, esto es, sitio de union para el ligando enddgeno. Sin
embargo, el hecho de que muchos GPCRs comparten homologia de secuencia alta
dentro del sitio ortostérico a través de los diferentes subtipos de receptores, apuntar
exclusivamente a este sitio puede ser en algunos casos una estrategia poco exitosa
para desarrollar compuestos altamente selectivos de subtipo. Este problema podria
tener una solucion mediante el empleo de ligandos denominados moduladores
alostéricos, que provocan un cambio conformacional en el receptor al unirse a sitios
alostéricos del mismo (topograficamente distintos al ortosterico) al tiempo que
permiten, en muchos casos, la union de ligandos al sitio ortostérico modulando asi su
farmacologia (Keov y col., 2011). Esta modulacién puede ser tanto de forma positiva
como negativa, haciendo que un receptor ocupado por un ligando alostérico se
convierta en un tipo de receptor nuevo, con un comportamiento farmacoldgico
especifico (Conn y col., 2009). De hecho, durante la Gltima década, la idea de atacar
sitios alostéricos como un nuevo enfoque para el descubrimiento de fArmacos activos
en GPCRs se ha convertido en un tema importante en la farmacologia y en la
industria farmacéutica (Milligan y Smith, 2007), con un gran interés en comprender

los mecanismos del alosterismo (Canals y col., 2011).

Los moduladores alostéricos de los GPCRs acostumbran a presentar una o
varias de las siguientes propiedades farmacoldgicas, representadas en la figura 13:

modulacién de la afinidad de los ligandos ortostéricos, en general se asume que la

interaccion del ligando alostérico con su sitio de unidon causa un cambio
conformacional en el receptor que es transmitido al sitio ortostérico, manifestandose
como un cambio en la cinética de asociacion y/o disociacion del ligando ortostérico.
La cualidad del efecto alostérico se define como modulacién positiva si el modulador
facilita la interaccion o modulacion negativa si el modulador dificulta la interaccion

del ligando con el sitio de unién ortostérico. Modulacién de la eficacia, el efecto

alostérico puede provocar un cambio en la capacidad de sefalizacion (o eficacia
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intrinseca) de un ligando ortostérico; agonismo/agonismo inverso, el modulador

alostérico puede alterar la sefializacion del receptor en un sentido positivo
(agonismo) o negativo (agonismo inverso), independientemente de la presencia o

ausencia de un ligando ortostérico (moduladores ago-alostéricos) (Conn y col.,

2009).

Orthosteric Allosteric

B . @
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—— Affinity modulation
—— Efficacy modulation
— Allosteric agonism

Control (orthosteric agonism)
Response |

Fig. 12.- Propiedades farmacoldgicas que caracterizan el papel de los ligandos alostéricos

(Tomado de Conn y col., 2009)

En términos de terapeutica y desarrollo de nuevos farmacos, hay 3 puntos
interesantes a tener en cuenta en cuanto a ligandos alostéricos de GPCRs. El primero
de ellos es que el efecto de los moduladores alostéricos es saturable, lo cual reduciria
el riesgo de toxicidad en altas concentraciones. El segundo hace referencia a la
actividad funcional de las proteinas o receptores con comportamiento alostérico, la
cual es dependiente de la presencia y/o liberacion sinaptica del ligando enddgeno del
GPCR, manteniendo el modelo fisioldgico de actividad del receptor. Y por tltimo,
los sitios alostéricos de union en GPCRs estan a menudo menos conservados entre
diferentes subtipos que los sitios de union ortostéricos, lo cual potencialmente facilita
el desarrollo de ligandos con mayor selectividad por los diferentes subtipos de

receptores (Christopoulos y Kenakin, 2002; Wess, 2005).
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En los tltimos afios, muchos estudios se han centrado en el compromiso de
ligando y GPCR que combina los principios de alosterismo y selectividad funcional,
pero con un nuevo giro. Para ello, se han descubierto y/o disefiado compuestos que
se comportan como moléculas hibridas que se asocian a los sitios tanto ortostérico y
alostéricos en un GPCR para una sefializacion funcionalmente selectiva (Keov y col.,
2011). Estos compuestos han sido denominados "bifopic" o multivalentes, candidatos
potencialmente perfectos para avances en terapeutica, explotando a la vez el
apropiado sitio ortostérico y alostérico. De hecho, la prueba de concepto de este
enfoque se ha presentado ya en estudios en receptores colinérgicos muscarinicos o
por ejemplo en el receptor A; de adenosina (Lane y col., 2013). Por lo tanto, la
busqueda de ligandos GPCR bifopic representa un campo en crecimiento que ofrece

un potencial adicional para la modulacion selectiva de la sefializacion de GPCRs.
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vi. Dimerizacion y oligomerizacion de GPCRs

A diferencia de otras proteinas de membrana, como por ejemplo los
receptores tirosina-cinasa, los GPCRs fueron considerados inicialmente como
entidades monoméricas, que llevaban a cabo el acoplamiento a una Unica proteina G
heterotrimérica con una estequiometria 1:1. En los tltimos afios muchos de los datos
acumulados desafiaron ese punto de vista, sugiriendo que muchos GPCRs si no todos
pueden existir como dimeros o incluso en un orden superior, oligdmeros (Bouvier,
2001; Kroeger y col., 2003; Terrillon y Bouvier, 2004; Milligan, 2009, Vidi y Watts,
2009), haciendo referencia a este proceso como oligomerizacion de GPCRs.
Mientras que la importancia funcional de esta proceso atn no se entiende totalmente,
y en algunos casos incluso los enfoques metodologicos aplicados al estudio de
dimeros de GPCRs se debaten (James y col., 2006), ahora se acepta cada vez mas
que la oligomerizacion de los GPCRs puede ser importante para la expresion del
receptor y su funcion, incluyendo la unién del agonista, potencia y la selectividad
funcional. Los oligbmeros presentan caracteristicas funcionales diferentes a las de los
protomeros individuales que los constituyen, asi la oligomerizacion confiere nuevas
propiedades a los GPCRs. Sin embargo, la importancia de la oligomerizacion es atin
controvertida, lo cual no es sorprendente, dado el gran nimero de receptores que

pertenecen a este grupo y las diversas funciones que median (Szidonya y col., 2008).

Fig. 13.- Modelo clasico monomérico de sefializacion (a) versus modelo actual oligomérico (b)

(Tomado de Skrabanek y col., 2007)
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La demostracion de la existencia de oligdmeros de GPCRs coexiste
actualmente con la demostraciéon de que los mondmeros de GPCR (una unica
molécula de receptor, individual) son capaces de unirse a proteinas G y activarlas.
Esto se pudo comprobar, por ejemplo, en un trabajo muy definitivo y destacable en el
que se demostré in vitro la funcionalidad, en términos de activacion de proteina G y
unién de alta afinidad y sensible a GTP de ligandos (indicativa de acoplamiento
receptor-proteina  G) de monomeros del receptor p,-adrenérgico adrenérgico
purificado embebidos en un ambiente de membrana junto con proteinas Gos
heterotriméricas en nanoparticulas de lipoproteina de alta densidad (HDL) (Whorton
y col., 2007). Los datos obtenidos indicaron que, en este caso, la unidad funcional
minima necesaria para sefializacion via proteina G era un monémero de GPCR. Aln
asi, este trabajo no cuestiona la formacioén de oligobmeros de GPCRs. De hecho, los
resultados aun serian compatibles con un modelo de complejo pentamérico de
dimero de GPCR acoplado a proteina G (R:R:Ga;GB:Gy), ya propuesto
anteriormente, por ejemplo, para los receptores metabotropicos de glutamato,
GABAg o rodopsina. En este modelo, solo uno de los protomeros del dimero seria

capaz de acoplar a la proteina G.

Esto sugiere que tanto formas monoméricas como oligoméricas de GPCRs
podrian coexistir en equilibrio en las células y ser funcionales. Asi, para clarificar
este paradigma, recientemente se ha propuesto la siguiente nomenclatura para
receptores cuyas unidades funcionales estan formadas por mas de una subunidad

(Ferré y col., 2009):

» Receptor heteromérico (dimérico u oligomérico): su minima unidad

funcional estd formada por 2 o mas subunidades diferentes, no siendo
funcionales individualmente. Un ejemplo de este tipo entre los GPCRs seria el
de dimeros obligatorios como el caso del receptor GABAg, un GPCR de la
clase B que requiere de la heterodimerizacion entre las subunidades GABAgR1
y GABAgR?2 para el correcto trafico del receptor a la membrana plasmatica y la
activacion de proteinas G (Jones y col., 1998; White y col., 1998; Kaupmann y
col., 1998).
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» Receptor homomeérico: igual que el anterior pero las subunidades del receptor

funcional son idénticas. Es el caso de algunos receptores ionotrdpicos, tales
como el receptor de acetilcolina nicotinico a7, asi como receptores tirosina-
cinasas que requieren una dimerizacion inducida por ligando o una alteracion

de la interfaz de dimerizacion para convertirse en unidad funcional.

» Heterémero receptorial: un complejo macromolecular compuesto por dos

(dimero) o mas (oligdbmero) unidades receptoriales que son funcionales por si
mismas, pero que dan lugar a un complejo con propiedades bioquimicas o
farmacologicas de algiin modo distinguibles de las propiedades que presentan
individualmente las unidades que lo componen. Ejemplos de este tipo serian el
caracterizado heteromero de receptores Ajs de adenosina y D, de dopamina
(Canals y col., 2003), el heteromero de receptores p opioides y opa
adrenérgicos (Vilardaga y col., 2008), asi como heterémero del receptor de 5-
HT,o de serotonina y el receptor metabotropico mGlu, de glutamato

(Gonzalez-Maeso y col., 2008), entre muchos otros.

» Homomero receptorial: igual que el anterior, pero cuando las unidades

receptoriales del complejo son idénticas. Un ejemplo de esto serian los
homodimeros descritos de receptores 5-HT,c (Herrick-Davis y col., 2005), 5-
HT,4 (Brea y col., 2009) y 5-HT; (Teitler y col., 2010), entre muchos otros

ejemplos.
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Fig. 14.- Ejemplos de receptores heteroméricos y heterémeros receptoriales: (a) receptor

heteromérico ionotropico NMDA de glutamato; (b) receptor heteromérico GABAg (de tipo GPCR);
(c) heterdmero A,5-D, (unidades funcionales de tipo GPCR); (d) heteromero D;-NMDA (combina

una unidad de tipo GPCR y una unidad de tipo receptor ionotrépico) (Tomado de Ferré y col., 2009)
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Dominios de interaccion en GPCRs oligoméricos (“dimer interface™)

Diversos estudios empleando péptidos sintéticos, mutagénesis dirigida y
receptores truncados o quiméricos, y mas recientemente estudios cristalograficos,
han aportado informacion sobre los dominios de interaccion (“dimer interface’) entre
protomeros de dimeros de GPCRs. Estos trabajos han servido de base para estudios
computacionales que proponen dos modelos para explicar la formacion de

interacciones directas entre asociaciones diméricas u oligoméricas de GPCRs:

» Modelo de intercambio de dominios (domain-swapping): este modelo implica

el intercambio de dominios transmembrana entre los monémeros de GPCRs.
Concretamente, la unidad funcional monomérica consistiria en los primeros 5
dominios TM de un mondmero y los dos ultimos del otro. Este modelo
admitiria la formacién de oligobmeros de GPCRs (Gouldson y col., 1998).
Una de las evidencias mas claras que apoyan la teoria del “domain swapping”
viene dada por las observaciones de Maggio y colaboradores (Maggio y col.,
1993), en las cuales se prepararon receptores quiméricos formados por el
extremo amino-terminal y las hélices transmembranas I a la V del receptor
muscarinico Mz con las hélices transmembranas VI y VII y el extremo
carboxi-terminal del receptor a,c adrenérgico, y viceversa. Ambas quimeras
resultaron ser inactivas, sin embargo, estas mismas en co-expresion fueron
capaces de ensamblar una unidad receptorial funcional, siendo capaces de

unir radioligandos y activar proteinas G.

» Contacto dimérico o modelo de empaquetamiento lateral: los protdmeros

contactan directamente uno con otro por empaquetamiento lateral a través de
los residuos exteriores de sus dominios transmembrana. Estos dimeros a su
vez pueden asociarse a otras superficies interactuantes, permitiendo como en
el caso del anterior modelo, la formacion de oligdbmeros. Este modelo viene
apoyado por ejemplo por estudios con el receptor V, de vasopresina (Schulz

y col., 2000).
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Fig. 15.- Diagrama de la redisposicion por “domain swapping” propuesta para dimeros de

GPCRs en base a estudios con receptores quiméricos (Tomado de Gouldson y col., 1998)

En referencia a las interfaces de interaccion de dimerizaciéon u
oligomerizacion de GPCRs, se ha recogido extensamente en literatura durante los
ultimos afos una clara evidencia de la implicacion directa de las superficies
expuestas a lipidos de los dominios IV y V, entre otras, para diferentes GPCRs de la

clase A.

En el caso del homodimero del receptor 5-HT,c de serotonina, un estudio
identificé dos interfaces independientes diméricas empleando la técnica de formaciéon
de puentes disulfuro (disulphide-trapping) entre residuos de cisteina introducidos en
determinados dominios del receptor: la primera de ellas en el primer segmento
transmembrana y la segunda, entre el cuarto y el quinto (Mancia y col., 2008). La
primera de ellas resultd insensible al estado de activacion del receptor mientras que
la segunda resultd altamente sensible al estado de activacion del receptor, mostrando
una sensibilidad clara a la union de ligandos al receptor. Sin embargo, este estudio no
esta de acuerdo con la descripcidn anterior por otros autores del dimero 5-HT,c como

no sensible a la activacion del receptor (Herrick-Davis y col., 2007). En el caso de
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hetero-oligbmeros formados por receptores A4 de adenosina, CB; de cannabinoides
y D, de dopamina, un estudio reciente sobre su estructura cuaternaria ha podido
establecer que la disposicion de los receptores en el heterdmero es triangular. Al
analizar los dominios de interacciéon entre los receptores que cumplian con las
observaciones experimentales, los resultados fueron compatibles con los modelos
propuestos para dimeros de otros GPCRs de la familia A, en los que la
heteromerizacion involucra principalmente la interaccion entre las hélices IV y V.
Una disposicion triangular de los receptores en la que se forman interacciones entre
estas hélices es compatible con la existencia de homomeros de cada uno de los
protomeros en los que la hélice I constituye la interfase entre los homodimeros, lo
que era un fendmeno descrito para GPCRs (Navarro y col., 2008). Asi, este estudio
abri6 un nuevo reto conceptual en el campo de la heteromerizacion de los receptores,
apoyando la idea de que los GPCRs no pueden formar s6lo heteromultimeros de tres
unidades de receptores diferentes, sino también mayores heteromultimeros ordenados

o "redes de receptores”.

En el caso del heterodimero de receptores 5-HT,, de serotonina con
receptores de glutamato de tipo 2 (mGluy) (Gonzéalez-Maeso y col., 2008), un GPCR
de la clase C, se ha propuesto recientemente un modelo de dimerizacion en el que
son necesarios y suficientes los dominios transmembrana IV y V del receptor mGlu,.
Estos resultados estan de acuerdo con la relevancia de residuos especificos en los
dominios TM IV y V del receptor mGlu, para la formacion del heterodimero en

estudios de dindmica molecular (Bruno y col., 2009).
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Ontogenia de los dimeros de GPCRs y consecuencias de la dimerizacion en

la expresion, trafico y localizacion subcelular de receptores

La dimerizacion puede jugar un papel practicamente en todas las etapas del

ciclo de vida de un GPCR (Terrillon y Bouvier, 2004) (Fig. 16): desde la maduracion

y procesamiento de la proteina receptora desde compartimentos intracelulares

(reticulo endoplasmatico (RE), aparato de Golgi) hasta la membrana plasmatica,

pasando por la regulacion dindmica por ligandos en superficie en términos de

sefalizaciébn o cooperacion entre protomeros, asi como en el mecanismo de

atenuacion de la sefial mediante el reciclaje de los GPCRs.

o Pharmacological diversity
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Fig. 16. -Papeles que puede jugar la dimerizacion en el ciclo de vida de un GPCR: (1) en algunos
casos, la dimerizacidn es un paso necesario en la maduracion del receptor, permitiendo su correcto

transporte desde el RE hasta la membrana plasmatica; (2) una vez en la membrana, el estado

dimérico/monomérico del receptor podria ser regulado dindmicamente por ligandos; (3, 4) los dimeros

pueden mostrar caracteristicas farmacoldgicas y funcionales propias en cuanto a la union de ligandos
(dando lugar a fenomenos de cooperatividad positiva o negativa en la union de ligandos entre los
protomeros) o a la sefializacion (potenciacion o atenuacion de las sefiales entre los protomeros o
aparicion de sefializacion especifica del dimero); (5) los receptores que forman el dimero pueden
cointernalizar en forma dimérica tras la estimulacion de un Gnico protémero; alternativamente, la
presencia de un protdmero resistente a la internalizacion puede inhibir la internalizacion del complejo

estimulado por agonistas (Tomado de Terrillon y Bouvier, 2004)
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Para los GPCRs de la clase A y en base a los datos aportados hasta el
momento por distintos estudios, se ha observado un comportamiento general de
formacion de dimeros durante el proceso de maduracion, de manera que los
receptores alcanzan la membrana plasmatica en forma dimérica. En relacion a este
tema, un estudio reciente abordd la identificacion del compartimento celular donde
ocurre la formaciéon de dimeros del receptor 5-HT,c, empleando microscopia
confocal basada en la técnica del FRET, que permite la determinaciéon de la
proximidad proteina-proteina dentro de compartimentos intracelulares especificos,
como el reticulo endoplasmatico o el aparato de Golgi, en células vivas. Este trabajo
demostré que los dimeros de receptores 5-HT,c se formaban en el reticulo
endoplasmatico y viajaban a través del aparato de Golgi hasta alcanzar la membrana

plasmatica (Fig. 18) (Herrick-Davis y col., 2006).

2C/CFP + 2C/YFP
ER Golgi Plasma Membrane

12 hrs 16 hrs 20 hrs
Time post-transfection

Fig. 17.- Imagen de microscopia de fluorescencia confocal de células HEK293 vivas
cotransfectadas con 5-HT,/CFP y 5-HT,./YFP en la que se muestra el trafico del dimero a
través de compartimentos celulares (ER, Golgi) hasta la membrana plasmatica (Tomado de

Herrick-Davis y col., 2006)

En la misma linea, otro estudio centrado en los GPCRs de clase A CXCR1 y
CXCR2, receptores de quimiocinas, empleando variantes de ambos receptores con
dominios de retencion en reticulo endoplasmatico, demostr6 mediante técnicas de

FRET y BRET que los complejos diméricos se forman en fases tempranas de la
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biogénesis, alcanzando posteriormente la superficie celular gracias a un correcto

trafico intracelular (Wilson y col., 2005).

A pesar de que la biosintesis de GPCRs y transporte a través de la via
secretora estan poco caracterizados, se sabe que su salida del reticulo endoplasmatico
(lugar en el cual se sintetizan todas las proteinas integrales de membrana) es un paso
crucial que controla la expresion en superficie del receptor (Petaja-Repo y col.,
2000). Estos nuevos receptores tienen que pasar numerosos controles de calidad o
modificaciones postraduccionales antes de alcanzar la membrana plasmatica y que
tengan opcion de responder funcionalmente a estimulos extracelulares, consiguiendo
alcanzar la superficie celular sélo los receptores correctamente plegados, mientras
que las proteinas incompletas o mal plegadas son retenidas en compartimentos
intracelulares y posteriormente desglicosiladas, ubiquitinizadas y marcadas para
degradacion proteosomica (Petaja-Repo y col., 2001). Para muchas proteinas
diméricas, un correcto plegamiento y salida del reticulo endoplasmatico requiere un
solapamiento de las sefiales de retencion en reticulo endoplasmatico especificas,
asegurando de esta forma evitar la retencion. Un ejemplo de ello es el receptor
GABAg, formado por dos subunidades, dos receptores 7 dominios transmembrana,
denominados GABAg; y GABAg;. La heterodimerizacion de ambas subunidades es
un requisito previo para el correcto transporte desde el reticulo endoplasmatico,
maduracion y translocacion a la membrana plasmatica de un receptor funcional.
Cuando GABAgpg, se expresa de forma individual, ésta viaja a la membrana
plasmatica, pero no es una unidad funcional, mientras que la subunidad GABAg; es
retenida en RE debido a una sefal de retencion especifica en el extremo carboxi-
terminal. Sin embargo, cuando ambas subunidades son co-expresadas, la subunidad
GABAg; enmascara la sefial de retencion en RE en GABAg; para generar un dimero
de receptores funcional capaz de salir del RE y alcanzar la membrana plasmatica

(Calver y col., 2001).

Como consecuencia de la formacion por parte de los GPCRs de entidades
diméricas ya en el reticulo endoplasmatico, un alto numero de receptores mutados o

truncados y variantes polimoérficas se pueden comportar como dominantes negativos
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sobre receptores nativos en términos de expresion en superficie, haciendo que
queden retenidos intracelularmente, con consecuencias fisiopatologicas (Zhu y Wess,
1998; Hansen y Sheikh, 2004). En ocasiones se ha conseguido rescatar la funcion de
receptores retenidos intracelularmente mediante aproximaciones experimentales de
co-expresion con diferentes variantes, permitiendo que los protémeros de la unidad
dimérica funcionen de forma concertada para su correcta maduracion e insercion en
la superficie celular (Calver y col., 2001; Kobayashi y col., 2009; Rivero-Miiller y
col., 2010; Janovick y col., 2012).

A pesar de la escasez de datos en relacion a los dominios de retencion en RE,
en los ultimos afios se ha mostrado un gran interés en el uso de pequefias moléculas
conocidas como farmacoperonas o chaperonas farmacoldgicas (Dunham y Hall,
2009), generalmente de naturaleza hidrofobica, capaces de rescatar especificamente
en base a su perfil de afinidad, GPCRs secuestrados en reticulo endoplasmatico.
Estas farmacoperonas se presentan como una aproximacion interesante para superar
el efecto dominante negativo de variantes deficientes de los GPCRs, posibles
causantes de enfermedades (Bernier y col., 2004; Janovick y col., 2009; Kobayashi y
col., 2009).
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Fig. 18.- Papel de las chaperonas farmacolégicas (A) Después de la sintesis en el RE, los GPCRs
correctamente plegados son llevados a la superficie celular a través del aparato de Golgi; (B) los
GPCRs truncados son retenidos en el RE por mecanismos de control de calidad. Las chaperonas son
lo suficientemente hidrofobas como para lograr acceder al interior del reticulo endoplasmatico,
uniéndose a los GPCRs mal plegados y estabilizando una conformacion que es adecuada para el
transporte a la membrana celular. En la superficie celular, los GPCRs pueden unir agonistas y mediar

la sefializacion a través de proteinas G acopladas (Tomado de Nakamura y col., 2010).

Un articulo de referencia en este tema centrado en el receptor o, adrenérgico
(Canals y col., 2009) recoge exhaustivamente cada uno de los puntos resaltados hasta
ahora en términos de localizacion subcelular de GPCRs mediante el anélisis de la
expresion, funcionalidad y organizacion del receptor. Para ello, y tras disefiar una
variante mutada del receptor deficiente en localizacion subcelular, la cual podia ser
rescatada mediante el uso de chaperonas farmacologicas y que en co-expresion con
el receptor nativo actuaba como dominante negativo impidiendo el correcto trafico
intracelular hacia la superficie celular del mismo, se observo que la co-expresion de
esta variante con otra variante del receptor deficiente en union de ligandos permitia
el rescate de este complejo oligomérico hacia la superficie celular, tnica y

exclusivamente cuando este complejo se exponia a un tratamiento especifico con
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ligandos. Esto les permitié obtener evidencias que apoyaban la formacion de dimeros
a nivel de compartimentos intracelulares (RE), al igual que lo que se habia descrito
para el dimero 5-HT,¢ de serotonina (Herrick-Davis y col., 2006) o para los homo- y
heterodimeros de receptores CXCR1 y CXCR2 de quimiocinas (Wilson y col.,
2005), y que la accion de chaperonas farmacoldgicas especificas permitia rescatar
receptores retenidos en compartimentos intracelulares hacia la superficie celular,
tanto cuando se expresaban por separado como en co-expresidn con una variante
deficiente en union a ligandos pero no deficiente en localizacion, en este Gltimo caso
gracias al tratamiento con un ligando que se unia a la variante deficiente en

localizacion subcelular del oligomero.

Un papel importante de la dimerizaciéon en la ontogenia de los GPCRs no
excluye la posibilidad de que, una vez que el receptor haya alcanzado la superficie
celular, su estado dimérico puede ser regulado dinamicamente por ligandos. De
hecho, en general los dimeros parecen tener una naturaleza dinamica y no estatica,
salvo algunos casos como los dimeros formados por algunos GPCRs de la clase C
que implican la formaciéon de puentes disulfuro (Gurevich y Gurevich, 2008b).
Aunque la regulacion de los dimeros por ligados viene siendo muy controvertida, y a
pesar de que esto no se observod en casos concretos (Herrick-Davis y col., 2007),
estudios recientes describen de forma muy rigurosa una regulacion en el grado de
oligomerizacion especificamente por ligandos, con cierta actividad intrinseca para el

caso de receptores f;-adrenérgicos (Fung y col., 2009).

Tampoco se conoce en detalle la posibilidad de regulacion fisiopatologica de
los dimeros, excepto el caso de notables contribuciones recientes (Gonzalez-Maeso y
col., 2008; Gupta y col., 2010). De hecho, posibles consecuencias de este proceso
cobran especial importancia a la luz de estudios biofisicos recientes mostrando las
dindmicas de asociaciéon y disociacion de oligdmeros de GPCRs de clase A,
susceptibles de cambio por regulacion fisiolégica o intervencion farmacologica,
mostrando una naturaleza altamente dinamica e inestable en la asociacion entre
protomeros (Fonseca e Lambert, 2009; Hern y col., 2010), aunque posiblemente con

diferencias para distintos GPCRs (Dorsch y col., 2009).
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Los GPCRs también podrian moverse como tales entidades diméricas en
microdreas en el plano de la membrana plasmatica (Dorsch y col., 2009). A mayores,
estudios recientes han demostrado que la dimerizacion puede afectar a la endocitosis
y trafico intracelular de GPCRs, procesos que determinan el destino de reciclaje o
degradacion que van a experimentar los GPCRs que abandonan la membrana
plasmatica hacia compartimentos intracelulares (Terrillon y Bouvier, 2004; Milligan,
2010). Asi, heteromeros de GPCRs pueden mostrar caracteristicas de trafico
intracelular en respuesta a distintos ligandos, especificas del dimero y diferentes a
aquellas de homodimeros o de mondmeros de los receptores que los constituyen (van

Rijny col., 2010).
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Funcionalidad de los dimeros de GPCRs

Uno de los objetivos principales en el terreno de la dimerizacion de GPCRs es
entender las consecuencias de la misma en términos de activacion y sefalizacion de
los receptores. Ademas de que muchos datos indican que la dimerizacién puede ser
importante para la biogénesis, maduracion, insercion y expresion de los GPCRs en la
superficie celular (Terrillon y col., 2003; Overton y col., 2003), también hay datos
concluyentes que indican que la formacién de oligdbmeros otorga nuevas propiedades
farmacologicas que no estaban presentes en los receptores por separado (Maurice y
col., 2011), algo que debe tenerse muy en cuenta en el disefio racional de farmacos
que actiian a través de estos receptores (Casado y col., 2009). Estas consecuencias
funcionales de la dimerizaciéon se pueden manifestar tanto a nivel de union de
ligandos, a nivel de los cambios conformacionales inducidos por ligando que tienen
lugar entre los dominios transmembrana de ambos protomeros, y/o a nivel de la
interaccion de los GPCRs con proteinas de su cascada de sefializacion, incluyendo
proteinas G y otras proteinas interaccionantes (Maurice y col., 2011). Sin embargo,
uno de los mayores obstaculos para entender la relevancia en términos funcionales de
la dimerizacion de GPCRs viene siendo las dificultades metodoldgicas y de disefio
de los estudios dirigidos a determinar qué elementos componen la minima unidad
funcional en un dimero de GPCR y cuales son los requerimientos en cuanto a union
de ligandos y acoplamiento a proteina G necesarios para la activacion y sefializacion
del receptor. Actualmente no se sabe con certeza si la dimerizacioén es esencial para
la sefializacion de receptores, y si es asi, si ambos protomeros en un dimero deben ser

activados y cooperar para que la sefializacion sea eficiente.

Palczewski y colaboradores, usando datos obtenidos mediante microscopia de
fuerza atdmica a partir de membranas nativas de retina junto con estructuras
cristalinas de rodopsina y transducina, modelizaron la interaccién de la rodopsina
con la proteina G; (transducina), concluyendo que dos homodimeros de rodopsina
(“pares” de dimeros) actuarian conjuntamente para interactuar con una unica proteina
G heterotrimérica (Filipek y col., 2004). Si este modelo es correcto, inicamente un

mondémero de rodopsina necesita estar activo en el dimero para activar la
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transducina. Sin embargo, la activaciéon de ambas rodopsinas en el dimero no
afectaria negativamente al acoplamiento con G;. El dimero que acompaiia al dimero
activo funcionaria como una plataforma facilitando el acoplamiento de la proteina G,
incluyendo interacciones con el complejo Py. Cuando la disociacion del
heterotrimero tiene lugar, Go; podria seguir interactuando con el dimero activo, lo
cual podria facilitar la interaccion entre el dimero vecino y otra proteina G. Ademas
de este modelo propuesto para los dimeros de rodopsina, otros muchos modelos
sugieren, pero no prueban, que 2 protdmeros pueden ser ventajosos para la
sefalizacion de GPCRs. Por ejemplo, tras llevar a cabo un cross-linking quimico de
receptores de leucotrienos B4 BLT1 purificados saturados con el agonista LTB4, y
proteinas Gaiz, B1 y Y2, en un sistema reconstituido, seguido por cromatografia de
exclusion por tamafio y espectrometria de masas junto con dispersion de neutrones,
de forma convincente se demostré que una unica proteina G heterotrimérica se une al
dimero ocupado por agonista. Ademds, un péptido sintético del dominio
transmembrana IV del mismo receptor fue capaz de, simultdneamente, suprimir la

dimerizacion y la activacion del receptor (Baneres y Parello, 2003).

Mas recientemente, el acoplamiento receptor-proteina G en dimeros de
GPCRs se ha estudiado en algunos trabajos haciendo uso de mutantes de los
receptores deficientes en unidén o acoplamiento. Asi, profundizando en el campo de
los receptores de serotonina, se estudiod en relacion al homodimero de receptores 5-
HT,c co-expresando el receptor 5-HT,¢ nativo con una forma inactiva del mismo
(Herrick-Davis y col.,, 2005). Una mutacién puntual (Ser138Arg) eliminaba la
capacidad del receptor tanto de unir ligando y, posiblemente, interferia con la
capacidad del receptor de adoptar una conformacion activa capaz de activar la PLC-
B. Por técnicas de FRET en células HEK293, se comprobd que estos receptores
mutados marcados con una proteina fluorescente formaban dimeros con el receptor
nativo en la membrana plasmatica. En presencia de estos receptores inactivos, el
receptor WT perdio la capacidad de responder a la estimulacion por 5-HT y de
internalizar, sugiriéndose que los receptores mutados disminuian la funciéon de los
WT mediante la formacion de heterodimeros que resultaban inactivos. Esto

conllevaria una reduccidon de la concentracion disponible de receptores WT para
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formar homodimeros o actuar como mondmeros individuales, disminuyendo la
sefalizacion por la via de los inositol fosfatos (IPs), de acuerdo con un modelo en el
cual una Unica proteina G interactia con un dimero de GPCR, cuyos dos protdmeros
deben ser activados por agonista para una eficiente activacion de la proteina G. Si el
heterodimero no es capaz de formar una interaccion complementaria con la proteina

G, este permanecerd en silencio y la proteina G no se activara.
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Fig. 19.- Modelo de funcionamiento del homodimero de receptores 5-HT,: la sefializacion del
receptor es inhibida como consecuencia de la homodimerizacion con el receptor mutado inactivo

(Tomado de Herrick-Davis y col., 2005)

Dado que el receptor mutado es incapaz de unir ligando, si el sitio de union
para una molécula de ligando estuviese conformado por los dos protomeros del
homodimero se predeciria una menor o nula afinidad por ligando en las células co-
expresando ambos receptores. Sin embargo, en este trabajo la afinidad del ligando
por el receptor WT fue la misma expresado individualmente o en co-expresion con
el receptor mutado. Esto parece indicar que el dimero de receptores 5-HT,c posee
dos sitios de unidn para ligandos, de acuerdo con un modelo en el cual el ligando se
une a ambos protdmeros del dimero. El modelo propuesto es consistente con los
estudios indicando un complejo pentamérico entre un dimero de GPCR y una
proteina G heterotrimérica en rodopsina y BLT1 (Liang y col., 2003; Banéres y
Parello, 2003).
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Otra aproximaciéon empleada recientemente para estudiar la arquitectura
funcional de los dimeros de GPCRs implica el uso de protomeros con propiedades
caracteristicamente diferentes buscando una complementacion funcional entre ellos a
través de la dimerizacion, revelando asi nuevas propiedades tanto de la unidad
funcional dimérica como de los protdmeros participantes en relacion a la
sefalizacion a través de proteina G. Un ejemplo de ello es un estudio del modo de
comunicacion alostérica entre protdmeros del dimero del receptor D, de dopamina
(Han y col., 2009), en el cual se estudi6 la activacion, tanto por separado como en
co-expresion, de diferentes combinaciones del receptor D, de dopamina nativo,
variantes mutadas del mismo deficientes en union de ligandos y/o deficientes o
constitutivamente activas en cuanto a activacion de proteina G, asi como receptores
quiméricos fusionados con proteinas Gogq modificadas capaces de sefializar solo por
acoplamiento a otro protdémero en un dimero, generando un sistema experimental
donde tanto la ocupacion del sitio de union como el acoplamiento puede ser
modulado diferencialmente para cada protomero. El funcionamiento de este sistema
apoya el modelo de una unidad de sefializacién minima formada por dos protdmeros
y una uUnica proteina G heterotrimérica, de acuerdo con anteriores observaciones
(Liang y col., 2003; Banéres y Parello, 2003; Herrick-Davis y col., 2005). Ademas,
este sistema permitio demostrar el funcionamiento asimétrico del dimero, de manera
que uno de los protémeros seria el principal responsable del acoplamiento a proteina
G. Sin embargo, este complejo seria activado de forma maximal por un tnico
agonista unido a un Unico protomero, demostrandose un modelo de funcionamiento
asimétrico del dimero, mientras que la sefializacion se ve potenciada por la unién de
un agonista inverso al segundo protomero e inhibida por la unién al mismo de un

agonista o actividad constitutiva del protémero (Fig. 20).
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Fig. 20.-Representacion esquematica de los diferentes estados de activacién del dimero del
receptor D, de dopamina desde la perspectiva de la activacion por agonista del primer
protomero (A) 1) Ningtn protémero es activado; 2) el protdbmero A une agonista y el segundo
protomero (B) posee actividad constitutiva; 3) el protomero A une agonista mientras que el protomero
B no posee capacidad de unir ligando; 4) el protomero A une agonista y el protomero B es

estabilizado a un estado inactivo por un agonista inverso (Tomado de Han y col., 2009)

Estos resultados sobre GPCRs de la clase A son consistentes con algunos
estudios en GPCRs de la clase C dimeros constitutivos centrados en el homodimero
del receptor mGluy, en los cuales el uso de moduladores alostéricos permitieron que
el primer protomero estabilizado a un estado inactivo por un agonista inverso,
potenciase una activacion mas eficiente del protémero adyacente (Hlavackova y col.,
2005), o con estudios relativos al heterodimero formado por receptores GABAgR1 y
R2, para los cuales la union de GABA a un protdmero era suficiente para una
sefializacion eficiente por parte del complejo (Kaupmann y col., 1998). Sin embargo,
y al igual que se observaba para el dimero del receptor 5-HT,c de serotonina
(Herrick-Davis y col., 2005), otros estudios centrados en el receptor mGlu; hacen
hincapié¢ en el requerimiento de la ocupacion del dimero por parte de dos ligandos,
uno por cada bolsillo de uniéon de cada protomero, para activar eficientemente el
complejo, aunque en este caso, y a diferencia de lo observado para el dimero del
receptor 5-HT,c, la uniéon de un ligando a un tUnico protdmero del dimero permitia
también activar el complejo, aunque no de forma maximal (Kniazeff y col., 2004),
fenémeno observado igualmente para el dimero del receptor de clase A 5-HTy4 de

serotonina (Pellissier y col., 2011). Por ello, la modulacion del complejo formado por
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el receptor-proteina G de los dimeros de GPCRs oferta importantes implicaciones
para su manipulacion farmacologica y aprovechamiento en el campo de la

terapéutica.

La formacion de heterodimeros entre dos receptores distintos implica que se
pueda establecer una interaccion alostérica entre ellos, de manera que la unidon de un
ligando a uno de los receptores en el heterodimero modifique la afinidad de otro
ligando por el otro receptor, observandose fendomenos de cooperatividad. De hecho,
la evidencia experimental de alosterismo entre protomeros del dimero sirve como
método de deteccion de dimeros de GPCRs. Asi, la cooperatividad es una medida de
las interacciones intermoleculares (o intramoleculares, si consideramos el dimero
como una molécula compuesta por dos subunidades) que ocurre dentro del receptor
dimérico. En otras palabras, las curvas bifasicas que aparecen a menudo cuando se
realizan ensayos de union de radioligandos o experimentos funcionales pueden ser
indicativas de cooperatividad intramolecular dentro del homodimero (extensible al
modelo heterodimérico empleando ligandos especificos), mecanismo que puede ser
explicado por la transmision de los cambios conformacionales a un receptor
provocados por la unién de un ligando al receptor asociado, modificando en este
ultimo la unién del ligando (Casadd y col., 2007). Interesantemente, en algunos
casos, los ligandos dirigidos contra uno de los receptores en el complejo dimérico
eliminan la respuesta a agonista del otro receptor (cooperatividad negativa), mientras
que en otros casos potencian su respuesta confiriendo cooperatividad a la unioén de
ligandos (cooperatividad positiva). Estudios recientes recogen ejemplos de
cooperatividad negativa como el de los homodimeros de receptores A; de adenosina
0 D; de dopamina (Casad6 y col., 2009) o el heterodimero formado por el receptor -
adrenérgico y el receptor AT; de angiotensina II de tipo 1 (Barki-Harrington y col.,
2003), mientras que el homodimero de receptores NTS; de neurotensina constituye

un ejemplo de cooperatividad positiva (White y col., 2007).
Un caso especialmente interesante es el de los receptores de dopamina y

adenosina, entre los cuales se ha descrito un cross-talk negativo para los

heterodimeros A; con D; y Ajs con D,. Los agonistas del receptor de adenosina A;
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inducen la desaparicion del lugar de alta afinidad en preparaciones de membrana que
contienen el receptor de dopamina D; (Ginés y col., 2000) y los ligandos del receptor
de dopamina D, consiguen la desensibilizacion heter6loga del receptor de adenosina
Asa (Hillion y col., 2002). En relacion a este tema encontramos un estudio centrado
en el heterodimero formado por el receptor adrenérgico ays y el receptor p-opioide

en el que se empled un biosensor basado en FRET (receptor Opp ASHCEP

) capaz de
registrar cambios conformacionales asociados a la activacion del receptor opa
adrenérgico (Vilardaga y col., 2008). En células co-expresando este receptor con el
receptor p-opioide, la morfina comprometié la activacion del receptor opa
adrenérgico por parte de noradrenalina, promoviendo un estado inactivo del mismo
de forma rapida, en vez de producir el efecto aditivo esperado por acoplamiento a los
mismos tipos de proteina G. Este trabajo demostré una regulacion alostérica por
parte del receptor p-opioide ocupado por morfina sobre el receptor o, adrenérgico,

que implica la transmision de un cambio conformacional a través del heterodimero

(Vilardaga y col., 2008).

Morphine
Morphine NE
1.10 - (e
P Y | ™!
1.05 { \ -
(=] \
E 1.00 4 s \h‘--u arieitpard "Ml-wwm
0.95 A
0.90 -
E g 1.00 Ay,
N .00 o wweane L Al
E [ T \ Il
a E 0.96 ‘ f
S 2 ' ' -
T o 0.92- l / {
2 5 1 | | | |
LW 0.88- | [ L‘JM
<3 - W'l
< £ 084-
N rrrrrgrrrororo T rrrrrogprroroo T
s 0 25 50 75 0 25 50 75
Time (s) Time (s)

Fig. 21.- Cambios en la eficiencia de FRET entre el par de fluoréforos FIAsH/CFP en una tinica

célula HEK293 expresando el receptor a,,-AR™*WCFF

RFlAsH/CFP

(paneles de la izquierda) o co-expresando
el ay4-A y el receptor p-opioide (paneles de la derecha), tras estimulacién con

noradrenalina en ausencia o presencia de morfina (Tomado de Vilardaga y col., 2008)
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Considerando todos estos aspectos, se han formulado modelos para explicar
la funcionalidad de los dimeros de GPCRs, desarrollandose recientemente
ecuaciones a partir de uno de estos modelos, el two-state dimer receptor model, para
el ajuste de datos de union de ligandos teniendo en cuenta la formacion de
homodimeros (Franco y col., 2005). Este modelo considera la existencia de dos
estados de los receptores diméricos, uno inactivo (RR) y otro activo (RR*),
basandose en la posibilidad de que los cambios conformacionales en un protdmero
del dimero se transmitan al segundo protomero. Adicionalmente, para explicar los
fenomenos de selectividad funcional asociados a los receptores diméricos se ha
propuesto el modelo del receptor dimérico de tres estados que considera la existencia
del receptor en un estado inactivo (RR) y dos activos, (RR*) y (RR**), cada uno de
ellos asociado a una via de sefializacion distinta del receptor. A este modelo se ajusto
el comportamiento de algunos antagonistas sobre el receptor 5-HT,4 de serotonina,
con un estado inactivo del receptor y dos estados activos, uno asociado a la ruta de
sefalizacion por la via de los IPs y el otro por la via de liberaciéon de &cido
araquidonico (Brea y col., 2009). En una extension de este modelo se propone la
existencia de estados diméricos asimétricos en los que existen diferencias entre los
protomeros dentro de un estado particular, proponiéndose la existencia de tres
estados: uno inactivo (RR) y dos activos, uno con asimetria de los protomeros (R*R)

y otro con una disposicion simétrica de los protémeros (R*R*) (Rovira y col., 2010).
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Fig. 22.- El modelo dimero simétrico/asimétrico de tres estados. Este modelo considera un estado
inactivo (RR) y dos estados activos, uno de ellos definiendo la ruta de sefializacion mediada por
proteina G (el modelo asimétrico R*R) y el otro la ruta de sefializacion independiente de proteina G

(estado simétrico R*R*) (Tomado de Rovira y col., 2010)
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Técnicas de deteccion de dimeros de GPCRs

Los estudios farmacologicos constituyeron la primera evidencia de la
existencia de homodimeros entre GPCRs y siguen aportando informacion
actualmente. Estos estudios iniciales se basaban en complejos experimentos de union
de radioligandos utilizando tanto agonistas, antagonistas o ligandos diméricos, a
partir de los cuales, los datos obtenidos mostraban una evidencia de cooperatividad
positiva o negativa en funcion del ligando, explicada por interacciones fisicas entre
los mondémeros individuales del receptor. El fendmeno de la cooperatividad en estos
estudios no podia ser explicado considerando la existencia de distintos estados de
activacion de los receptores monoméricos en equilibrio. Junto con ellos y apoyando
la existencia de los dimeros de GPCR se encuentran los estudios de inactivacion por
radiacion, que indicaban que los GPCRs podrian funcionar como complejos mas
grandes de lo que se habia predicho para su estructura monomérica (Kroeger y col.,
2003). La cooperatividad entre protémeros en la unién de ligandos constituye hoy de
hecho una prueba farmacoldgica de la existencia de dimeros (Albizu y col., 2006),
siempre que se lleven a cabo los controles necesarios para descartar fendmenos de
alosterismo relacionados con la interaccion de monomeros individuales con proteinas
G, cuya disponibilidad puede ser limitada en ensayos in vitro, o con otras proteinas

interaccionantes (Chabre y col., 2009).

También en esta linea, el empleo mas reciente de ligandos bivalentes,
compuestos que contienen dos farmacéforos unidos por un espaciador
adecuadamente disefiado para permitir su unién a los dos protdmeros de un dimero, y
que pueden ser homobivalentes, donde los dos farmaco6foros son los mismos, o
heterobivalentes, donde los dos farmacdforos son diferentes (Shonberg y col., 2011)
han sido empleados en ensayos de union de radioligandos donde se apreciaron
incrementos en la afinidad respecto a la de los farmacéforos individuales y
fenomenos de cooperatividad entre protdémeros. De esta forma, estas herramientas
farmacologicas han permitido determinar la presencia de heterémeros de adenosina

Aja y de dopamina D, en tejidos nativos (Soriano y col., 2009).
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Pharmacophore Linker Spacer Linker Pharmacophore
1

Fig. 23.- Representacion estructural de un ligando bivalente (Tomado de Shonberg y col., 2011)

Otra aproximacion farmacologica reciente en relacion a la demostracion de
dimeros de GPCRs, trasladable a tejido nativo, se ha ejemplificado para el receptor
5-HT7 de serotonina haciendo uso del comportamiento de los llamados antagonistas
inactivantes, en este caso risperidona, que inactivan al receptor de un modo pseudo-
irreversible (resistente a lavados) (Smith y col., 2006). En estos experimentos,
llevados a cabo en lineas celulares, la risperidona ocupa todos los sitios de union 5-
HT; y, tras su lavado, permanece unida de forma pseudo-irreversible al 50% de ellos.
La incubacién posterior con antagonistas competitivos como la mesulergina, permite
disociar el ligando unido pseudo-irreversiblemente, lograndose la reactivacion de
todos los receptores inicialmente inactivados por risperidona. Un modelo
monomérico del receptor no seria capaz de explicar estas observaciones, que si son
compatibles con fenémenos de cross-talk entre protomeros de un homodimero,
conduciendo a la demostracion farmacolédgica de la existencia de los homodimeros
del receptor 5-HT5. El modelo propuesto contempla que la unién de risperidona a un
protomero provocaria cambios de forma alostérica en las propiedades del otro
protomero, de forma que modularia la afinidad de risperidona por el segundo
protomero, permitiendo su unién al mismo de forma reversible. Tras un paso de
lavado, este segundo sitio ortostérico quedaria por tanto disponible para otros
ligandos reactivadores como el antagonista competitivo mesulergina, que seria capaz
de unirse al protémero disponible provocando la liberacién de risperidona del primer
protomero y la consecuente reactivacion de la totalidad de los receptores (Fig. 24)

(Teitler y col., 2010; Smith y col., 2011).
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Fig. 24.- Representacion esquematica del modelo de regulacion alostérica entre protémeros
propuesto para el homodimero del receptor 5-HT7 en base al comportamiento observado

experimentalmente de ligandos inactivantes y reactivadores (Tomado de Teitler y col., 2010).

Este modelo reafirma el concepto de que la inactivaciéon de un protémero
inactiva completamente la sefializaciéon del homodimero, resultados similares a los
observados para el receptor 5-HT,c de serotonina (Herrick-Davis y col., 2005). El
empleo de esta metodologica constituye una aproximacion experimental no invasiva
mediante la cual se podria investigar la presencia y propiedades de homodimeros de

GPCRs endogenos en tejidos nativos.

Una de las evidencias mas claras de la existencia de dimerizacion de GPCRs
a partir de estudios que implicaban reconstitucion funcional tras co-expresion de dos
receptores no funcionales o mutantes quiméricos. Un estudio pionero que demostraba
que los GPCRs pueden funcionar como dimeros fue el estudio llevado a cabo por
Maggio y colaboradores (Maggio y col., 1993), usando quimeras de los receptores

apc-adrenérgico/M; muscarinico compuestas por los 5 primeros dominios
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transmembrana de uno de los receptores y los dos tltimos dominios transmembrana
del otro, y viceversa. Estos receptores quiméricos no eran funcionales cuando
estaban expresados por separado, sin embargo, la co-expresion de ambos
simultdneamente permitia restaurar la funcionalidad. Este concepto de
complementacion funcional se ha trasladado a modelos in vivo recientemente en un
destacable trabajo con el receptor de la hormona luteinizante, LHR (Rivero-Miiller y

col., 2010).

En el conjunto de aproximaciones bioquimicas empleadas para demostrar la
existencia de dimeros de GPCR destaca la co-inmunoprecipitacion, implicando en la
mayor parte de los estudios la co-expresion de receptores marcados diferencialmente
con distintos epitopos. Sin embargo, debido a su elevada naturaleza hidrofobica y los
altos niveles de expresion proteica usados a menudo en estos experimentos, existe
una inquietud en relacion a la posibilidad de que se produzcan agregados
artificialmente tras la lisis celular y el proceso de solubilizacion. A pesar de esto,
cuando se emplean los controles adecuados, la co-inmunoprecipitaciéon puede
representar una técnica valida para demostrar la dimerizacion de GPCRs. La
existencia de la formacion de dimeros utilizando esta técnica ha sido demostrada,
entre otros, para homodimeros de receptores como el D, de dopamina o el
metabotrdpico de glutamato mGlus y heterodimeros como los GABAg; con GABAg;
(Kaupmann y col., 1998) o los receptores de adenosina A; con D; de dopamina

(Ginés y col., 2000).

Otro acercamiento empleado se basa en las estructuras cristalinas, datos que
aportan informacion fundamental acerca de las conformaciones activas e inactivas de
los GPCRs, pudiendo establecer la naturaleza exacta del dimero y los residuos que
participan en la red de dimerizacion. El inconveniente de este método es la escasa
informacion existente, destacando por los datos existentes hace afios el caso de la
rodopsina, como un modelo de familia A de GPCR que existe como dimero
estructural (Palczewski y col., 2000). Los recientes ¢éxitos y avances en la
cristalizacion de otros GPCRs podria expandir en el futuro nuestro conocimiento

sobre la estructura de los dimeros de GPCRs, y pueden destacarse ya algunos
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ejemplos notables como el del receptor CXCR4 de quimiocinas (Wu y col., 2010) y
el receptor B;-adrenérgico (Huang y col., 2013).

Las técnicas biofisicas representan una herramienta potente, ya que son
capaces de detectar dimeros de GPCRs en células vivas. Un ejemplo de ello es la
aplicacion de métodos de transferencia de energia de resonancia, ya sea de
fluorescencia (FRET) o bioluminiscencia (BRET) (Milligan y col., 2003; Lohse y
col., 2008; Ciruela y col., 2010).

Para que este fendmeno tenga lugar es necesario que se cumplan dos
requisitos. El primero, que el espectro de emision del dador y el espectro de
excitacion del aceptor se solapen, de forma que el dador no emite completamente la
energia que debiera, si no que transfiere parte de su energia al fluor6foro aceptor, el
cual emite como si hubiera sido excitado directamente. Y el segundo, que la distancia
entre el dador y el aceptor sea entre 10 y 100 A. Esta dependencia critica de la
distancia entre dador y aceptor para la transferencia de energia hace que los sistemas
de BRET/FRET sean los elegidos para monitorizar la dindmica de interacciones
proteina-proteina en células vivas, haciéndolas extremadamente sensibles a pequefios

cambios en la distancia relativa entre dador y aceptor (Bouvier, 2001).

El uso de la técnica de FRET en conjunto con técnicas de imagen ha ayudado
en los ultimos afos a un estudio espacial y temporal de la dimerizacion de GPCRs.
Una de las combinaciones de fluor6foros mas empleadas, generadas a partir de la
proteina fluorescente verde (GFP) extraida de la medusa Aequoria victoria, es la de
la proteina fluorescente cian (CFP) y la proteina fluorescente amarilla (YFP),
empleadas como moléculas dadoras y aceptoras, respectivamente (Padilla-Parra y

Tramier, 2012).
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noFRET FRET p
Protein-protein . .

interaction

Fig. 25.- Representacién esquemaitica de la técnica de FRET intermolecular. En la secuencia se
observan dos proteinas independientes, marcadas especificamente con dos epitopos, uno ejerciendo de
dador (verde) y otro de aceptor (rojo). En el momento en que interactian, si la distancia entre ambas
proteinas fluorescentes y su orientacion relativa es la adecuada se produce FRET (Tomado de Padilla-

Parra y Tramier, 2012).

Algunos ejemplos de dimeros detectados empleando la técnica de FRET son,
entre otros, el caso del homodimero del receptor de la hormona liberadora de
corticotropina (GnRH) (Cornea y col., 2001), o el heterodimero del receptor de

somatostatina (ssts) y el receptor de dopamina D, (Rocheville y col., 2000).

Basadas en esta aproximacion de la técnica FRET se han desarrollado otras
variantes que permiten realizar medidas sobre receptores no fusionados a proteinas
fluorescentes, empleando para ello anticuerpos o ligandos fluorescentes,
consiguiendo marcar los dos protomeros del dimero. Recientemente se ha publicado
una estrategia de este tipo empleando la potente técnica de time-resolved (TR)-
FRET, mediante la cual, y haciendo uso de diversos ligandos fluorescentes con
dadores tipo lantdnido, pudo demostrarse la existencia de dimeros de receptores de

oxitocina incluso en tejidos nativos (Albizu y col., 2010).

El fenomeno de transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia
(BRET) ocurre de forma natural en un alto nimero de animales marinos incluyendo
las medusas Aequoria victoria y el coral marino Renilla reniformis. En estos
organismos la bioluminiscencia producida a partir de la degradacion catalitica del
substrato coelenterazina H por la enzima Renilla luciferasa (Rluc) en presencia de
oxigeno es transferida a GFP, la cual actlia como aceptor re-emitiendo luz en su

espectro de emision cuando las dos proteinas interactuan y estan lo suficientemente
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cerca (Zhang y Xie, 2012).Este fenomeno ha sido explotado para la técnica de
BRET, usada para monitorizar interacciones proteina-proteina (James y col., 2006;

Kocan y col., 2008).
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Fig. 26.- Representacion esquematica de la técnica de BRET (Tomado de Zhang y Xie., 2012)

La metodologia del BRET se ha demostrado como una herramienta util para
estudiar la dimerizacion de GPCRs, entre otros, cabe destacar los homodimeros de
receptores [, adrenérgicos (Angers y col., 2001) o los receptores de la hormona
liberadora de tirotropina (TRHR1 y 2), ademas de los heterodimeros de receptores
adrenérgicos B; con P, o los receptores A; de adenosina con receptores P2Y,

purinérgicos (Pfleger y Eidne, 2005).

A pesar de toda la informacioén obtenida empleando estas técnicas biofisicas
monitorizando células vivas en tiempo real, tanto BRET como FRET sufren de
limitaciones. Dado que ambos métodos son extremadamente dependientes de la
distancia entre dador y aceptor y de la orientacion de ambos, es posible que se
produzcan interacciones con arreglos espaciales desfavorables para la transferencia
de energia. A diferencia del FRET, la reducida sefial de fondo asociada a la técnica
de BRET hace que sea extremadamente util para la deteccion de interacciones
débiles entre proteinas. Hasta la fecha casi todos los estudios disefiados para
investigar la dimerizacion de GPCRs mediante la utilizacion de técnicas biofisicas se
han realizado en lineas celulares transfectadas con los receptores fusionados a
proteinas fluorescentes y a menudo a niveles de expresion no fisiologicos. Por eso se
ha sugerido que las interacciones medidas podrian ocurrir artificialmente debido a

sobre-expresion de las proteinas, aunque, en el caso de BRET y debido a la alta

58



Introduccion

sensibilidad en la instrumentacion, si puede detectar interacciones proteicas a niveles

de expresion similares a los endogenos.

Otro método biofisico para la deteccidn de interacciones proteina-proteina
parecido a estas dos técnicas es la técnica de BiFC (complementacion fluorescente
bimolecular), que permite visualizar las interacciones entre muchas proteinas
diferentes en una amplia variedad de tipos de células y organismos. Esta técnica
consiste en la generacidon de una sefial fluorescente a partir de dos fragmentos no
fluorescentes por si solos de una proteina fluorescente. De este modo, las dos mitades
de la proteina fluorescente estan genéticamente fusionadas a las proteinas en estudio
y, si existe una interaccion entre estas proteinas, se produce la complementacion de
los fragmentos de la proteina fluorescente, siendo capaces de reconstituirla y emitir

fluorescencia (Vidi y Watts, 2009; Vidi y col., 2010).

BiFC

YFP
513 nm 527nm

Fig. 27.- Representacion esquematica de la técnica de BiFC (Tomado de Ciruela, 2008)

Una de las grandes ventajas de este enfoque es que permite la visualizacion
directa del complejo de proteinas produciendo una sefal de fluorescencia nueva. Esta
técnica, a pesar de haberse utilizado para visualizar mas de 200 interacciones
proteicas hasta ahora, presenta algunas limitaciones. Entre ellas, la inherente
irreversible asociacion de los fragmentos de la proteina fluorescente, que imposibilita
la monitorizacion de la dinamica de las interacciones a diferencia de FRET y BRET
y la capacidad intrinseca de las mitades fluorescentes a asociarse espontaneamente

bajo ciertas circunstancias (Ciruela, 2008).
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Recientemente se han desarrollado otras técnicas aplicables a la deteccion de
oligébmeros en tejidos nativos. Una de ellas, In Situ Proximity Ligation Assay (PLA),
es muy util para el estudio de heterémeros (u homodimeros mediante variantes de la
misma) de receptores si se dispone de anticuerpos especificos para ello. Es un
método altamente selectivo y sensible, que permite una visualizacién cuantitativa de
interacciones proteina-proteina con resolucion de molécula tnica, y con posibilidad
de usarse sobre receptores nativos en células conservadas sin modificar
morfolégicamente. La técnica implica la amplificacion de la sefial generada por una
cadena de ADN amplificable que sirve como una diana para multiples moléculas
fluorescentes, lo que la convierte en una técnica fiable y directa para visualizar
eventos proteicos aislados con un microscopio de fluorescencia estandar (Weibrecht

y col., 2010).
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Fig. 28- Comparativa esquematica de las técnicas FRET, BRET, BiFC y PLA (Modificado de
Soderberg y col., 2006)
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I1. Receptores de serotonina

La 5-HT (serotonina) es una monoamina biogénica y uno de los mas antiguos
neurotransmisores descritos en el proceso evolutivo. Fue aislada y caracterizada en
1948 por Maurice Rapport e Irvine Page, tras décadas de investigacion para
caracterizar una sustancia vasoconstrictora, la cual se sospechaba que se encontraba
en las plaquetas (Rapport y col., 1948). Tras el descubrimiento de la serotonina,
muchos laboratorios llevaron a cabo estudios en paralelo identificando su
localizacion, a la par que investigaban su funcion. Rapidamente se identific6 como
presente en muchos tejidos incluyendo cerebro, pulmon, rifién, plaquetas y tracto
gastrointestinal; por lo cual, y basandose en la localizacién de receptores de 5-HT en
areas especificas del cerebro de vertebrados, se propuso el papel de la serotonina
como sustancia neurotransmisora en 1957 (Brodie y Shore, 1957). Desde entonces,
se ha relacionado con una gran variedad de funciones del SNC tales como el estado
de éanimo, el comportamiento, los ciclos de suefo y el apetito, entre otras
(Mohammad-Zadeh y col., 2008), y se ha ido ampliando nuestro conocimiento de sus

funciones como mediador paracrino en otros territorios.

La biosintesis de la serotonina tiene lugar en el cerebro, células
enterocromafines, y en menor medida, en plaquetas, a partir del aminoéacido esencial
triptofano y por la accidon secuencial de las enzimas triptéfano hidroxilasa y
descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos (Mohammad-Zadeh y col., 2008). Este
autacoide actuia sobre receptores de membrana en células del SNC y SNP, asi como
en territorios no neuronales (células sanguineas, sistema gastrointestinal, endocrino,
sensorial y cardiovascular, entre otros), destacando su accion directa sobre al menos
13 subtipos de GPCRs y 1 receptor de tipo canal idénico asociado a ligando. Gracias a
ensayos de union de radioligandos usando agonistas y antagonistas especificos de
receptor se ha permitido establecer una clasificacion, agrupando los receptores en 7
clases (5-HT; a 5-HT) en base a sus caracteristicas operacionales y estructurales

(Hoyer y col., 2002; Hannon y Hoyer, 2008).
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Fig. 29.- Representacion grafica de la clasificacion actual de los receptores 5-HT (Modificado a
partir de Hoyer y col., 2002). Los nombres en minuscula se refieren a receptores recombinantes cuyas
caracteristicas funcionales no se encuentran bien definidas, en oposicion a receptores recombinantes
cuya relevancia funcional en tejidos ha sido evidenciada y estan plenamente caracterizados, que se
designan en letra mayuscula de acuerdo a las recomendaciones de la International Union of

Pharmacology (IUPHAR) (Vanhoutte y Spedding, 1995).

La superfamilia de los receptores de 5-HT conforma una de las familias mas
complejas de receptores para neurotransmisores, conocida por regular un elevado
numero de funciones fisioldgicas como las emociones, el control del comportamiento
o la cognicion, entre otras. Por ello es evidente el gran nimero de estudios animales
y humanos centrados o relacionados con los receptores de serotonina. Sin embargo,
esta complejidad tampoco debe sorprender si tenemos en cuenta la cantidad de
integrantes que forman parte del sistema serotonérgico, el cual incluye una gran
cantidad de receptores, transportadores y enzimas metabolizadoras de la 5-HT. La
clasificacion aceptada actualmente para los receptores (segiin Hoyer y col., 1994;
revisado en Hartig y col., 1996) comprende 7 tipos que describimos a continuacioén

con mas detalle:

» Receptores 5-HT;: comprende 5 subtipos (5-HT;a, 5-HTp, 5-HT\p, 5-ht;c y

5-HT ), los cuales poseen una homologia de secuencia entre ellos del 40 al
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63%. Se acoplan a proteinas Gj, y regulan, aunque no exclusivamente, al
efector adenilato ciclasa, inhibiendo la formacion de AMPc. El subtipo 5-ht;
se corresponde a un producto génico no plenamente caracterizado

farmacoldgicamente.

Receptores 5-HT>: comprende 3 subtipos (5-HTza, 5-HT2p y 5-HTac), los

cuales poseen una homologia de secuencia entre ellos del 46 al 50%,
acoplandose preferentemente a proteinas Gg/11, provocando la hidrdlisis de
IPs y aumentando la concentracion de calcio intracelular, apoyando su papel
descrito de participacion en la contraccion muscular y en la estimulacion del
cerebro. Los receptores 5-HT, también pueden acoplarse a las proteinas
G213, las cuales se sabe que intervienen en procesos que implican cambios

estructurales de las células.

Receptores 5-HT;: estos receptores, en base a su secuencia y sus

caracteristicas generales electrofisioldgicas, estan situados dentro de la
superfamilia de receptores tipo canal io6nico regulado por ligando. Se
encuentran en neuronas centrales y periféricas, donde provocan una rapida
despolarizacién como consecuencia de la apertura de canales catidnicos no

selectivos (Na', Ca*’ y K.

Receptores 5-HT,s v 7: estos subgrupos comparten la caracteristica de que

todos se acoplan preferentemente a G promoviendo la formacién de AMPc.
La razon por la cual no se agrupan todos bajo el mismo subtipo se debe a su

baja homologia de secuencia, que entre los 3 subtipos es inferior al 35%.

Receptores 5-hts: hoy en dia hay evidencia de que al menos uno de dos genes

(con un 70% de homologia de secuencia) identificados como receptores 5-hts,
y 5-hts, codifican proteinas receptoras de expresion enddgena, al conocerse
respuestas funcionales fisiologicas y union especifica de la variante 5-hts,,
mientras que la funcion y propiedades de la otra variante permanecen

desconocidas.
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i. El receptor 5-HT,, de serotonina

Uno de los objetos de estudio de este trabajo es el receptor 5-HT,4 de
serotonina. El gen del receptor (HTR2A4), localizado en el cromosoma humano
13q14-g21 (Hsieh y col., 1990), contiene tres exones separados por 2 intrones y se
expande a través de 20kb, codificando para una proteina de 471 aminoacidos tanto en
rata, ratobn como en humanos (Chen y col., 1992). El primer receptor 5-HT; clonado
fue el receptor 5-HT,c (Pritchett y col.,, 1988), y dadas las homologias
farmacoldgicas y transduccionales en la familia 5-HT,, se esperaba que los
receptores 5-HT, tuviesen importantes similitudes de secuencia. De hecho, el
receptor 5-HT,4 (Julius y col., 1990) comparte un 45-67% del total de la longitud del
receptor y un 68-79% de los segmentos transmembrana, con los receptores 5-HTzp y
5-HT,c (Baez y col., 1995). Recientemente se ha elucidado la estructura cristalina de
uno de los miembros de la familia de receptores 5-HT5, el receptor 5-HT,5 (Wacker

y col., 2013).

La distribucion del receptor 5-HTss en el cerebro humano fue estudiada
usando técnicas de autorradiografia (Pazos y col., 1987), y posteriormente mediante
ensayos in vitro de uniéon de [*H]-ketanserina y otros radioligandos en preparaciones
de membranas, ademas del estudio de la distribucion de su ARNm en cerebro de rata,
humano y otras especies. Las sefiales aparecen densamente representadas a través del
SNC, especialmente en el neocortex (principalmente prefrontal, parietal, y en la
corteza somatosensorial) y en el tubérculo olfatorio, encontrando densidades
especialmente altas de este receptor en las dendritas apicales de las células
piramidales en la capa V de la corteza, lo que sugiere su implicaciéon en la
modulacion de procesos cognitivos, asi como a nivel periférico en musculo liso y

plaquetas (Cornea-Hébert y col., 1999).

Este receptor es uno de los principales receptores de serotonina excitatorios
para la serotonina, aunque también puede ejercer acciones inhibitorias sobre areas
especificas del cerebro como el cortex visual y orbitofrontal. Media por ejemplo la

contraccion de la musculatura lisa vascular, bronquial, uterina o urinaria; la
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estimulacion de la agregacion plaquetaria; y acciones excitatorias en areas
especificas del SNC (Hoyer y col., 2002). De esta manera, esta implicado en distintas
funciones fisioldgicas como son la regulacion del suefio, la temperatura, la actividad
sexual y el control de la liberacion de otros neurotransmisores y hormonas
(oxitocina, renina, prolactina). Dada la localizacion extensa de este receptor en areas
del cerebro que median funciones cognitivas y de interaccion social, se sugiere que el
receptor 5-HT»4 podria estar implicado en enfermedades en las que estas funciones
estan deterioradas. Los trastornos en los que el receptor 5-HT,4 parece estar mas
claramente involucrado son, entre otros: esquizofrenia, depresion, trastorno obsesivo
compulsivo (TOC), trastorno por déficit de atencion y de hiperactividad (TDAH),
trastornos de la alimentacién como la anorexia nerviosa, trastornos dentro del
espectro del autismo como el sindrome de Asperger, trastorno bipolar, Alzheimer,
leucoencefalopatia multifocal progresiva o sindrome de apnea obstructiva del suefio.
Este receptor adquiri6 gran importancia desde que hace unos afios se comprobo que
era diana para psicoestimulantes como el LSD, y posteriormente se demostré que
mediaba también, aunque fuese parcialmente, la accion de muchos farmacos
antipsicoticos, especialmente los atipicos (Roth, 2011). En los ultimos afios, un gran
numero de estudios han tratado de aportar una mayor comprension acerca de las vias
de senalizacion moduladas por el receptor, asi como de los elementos con los que
interactuan y sus posibles funciones en los procesos celulares y fisioldgicos. Estos
estudios, sin duda, ayudaran a dilucidar el papel que los receptores 5-HT;4 juegan en

la etiologia de las patologias citadas previamente.

Los receptores 5-HT,n se caracterizan por regular multiples rutas de
sefializacion, la principal resulta de su acoplamiento a proteinas Gy para estimular
la actividad de la PLC-B, con consecuencias fisiologicas en diversos sistemas
celulares. La produccion de DAG e IP; como segundos mensajeros resulta en
incrementos en la concentracion de calcio intracelular y en la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) que, al menos en parte, contribuye a la estimulacion de las
rutas de las cinasas activadas por mitégeno (MAPK) (Roth y col., 1984; Xie y col.,
2002; Urban y col., 2007). Otra de las rutas de sefializacion en la que participan los

receptores 5-HT,4 es en la estimulacion de la liberacion de acido araquidonico (AA),

65



Introduccion

una accion que parece estar mediada, al menos parcialmente, por la fosfolipasa A,

(PLA;) (Berg y col., 1998).

La acumulacién de IP; promovida por la activacion del receptor 5-HT,4 se ha
utilizado, no sélo para controlar y cuantificar la activacion del receptor, sino también
para medir su desensibilizacion, proporcionando no sélo estimaciones cuantitativas,
sino también informacion acerca del curso temporal de la activacion del receptor. Asi
también permitié la identificacion de ligandos especificos del receptor 5-HTza,

promoviendo la expansion de la farmacologia selectiva de este receptor.

| membrane

3 regulatory domain
Cla -
_4 g ‘active” PKC

catalytic domain

PKC

substrate phosphorylation

Fig. 30.- Consecuencias celulares de la activacion de la PLC-B (Tomado de Lorenzo y Dennis,

2003)

El receptor 5-HT,4 es uno de los receptores en los que primero se caracterizod
el fenomeno de la selectividad funcional (Berg y col., 1998; Kurrasch-Orbaugh y
col., 2003), identificindose varias condiciones en las cuales la selectividad funcional
puede ser observada, a la vez que se caracterizaron ligandos capaces de manifestar
esta propiedad. Asi por ejemplo, para ciertos ligandos se observd que su eficacia
relativa diferia dependiendo de la ruta de sefializaciéon del receptor que se
considerase, bien acumulacion de IPs o liberacion de AA, dos senales al menos
parcialmente independientes (Berg y col., 1998). La estimulacién de ambas rutas de
sefializacion por los diferentes ligandos fue medida simultdneamente en las mismas
células en este trabajo, de forma que se pudieron descartar razones metodologicas

para las diferencias observadas en la eficacia relativa respuesta-dependiente de cada
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agonista. Estos datos experimentales se ajustaban al modelo de interaccion ligando-
GPCR de tres estados, el cual predice diferentes eficacias de un agonista en distintas
vias de sefalizacién de un mismo receptor. De acuerdo con este modelo, la base de
las distintas eficacias relativas de agonistas en las dos rutas de sefializacion seria las
afinidades diferentes que los agonistas mostrarian por dos conformaciones activas
distintas del receptor, R* y R**, Este fenomeno también puede manifestarse sobre la
potencia en distintas rutas de sefializacion del receptor 5-HT»4 (Kurrasch-Orbaugh y
col., 2003), y observaciones similares condujeron también a la descripcion de

selectividad funcional para agonistas de receptores 5-HT,¢ (Berg y col., 1998).

Adicionalmente, el receptor 5-HT,a puede provocar un cambio en los niveles
y/o actividad de otros efectores y mensajeros tales como PLD, ERK1/2, 6xido
nitrico, calmodulina, CREB, Akt, Fos, TGF-B, EGFR, y JAK/ STAT, dependiendo
de la linea celular utilizada y el contexto de estimulacion (Gooz y col., 2006). Esto
lleva a una situacion de creciente complejidad en la que la caracterizacion precisa de
la sefalizacion del receptor requiere medidas simultdneas de varios participantes

moleculares implicados en cada una de estas vias.

Ademés de las distintas vias de sefalizacion del receptor 5-HT,a, su
regulacion en términos de desensibilizacidn, internalizacion y reciclaje también
puede ser modulada diferencialmente por ligandos, incluyendo agonistas, como es el
caso de la propia 5-HT y el agonista parcial dopamina, o incluso y paraddjicamente,
por antagonistas. Un estudio realizado en células HEK293 expresando el receptor
fusionado a la proteina fluorescente GFP demostrd internalizacion del receptor en
respuesta al tratamiento con 5-HT, por un mecanismo dependiente de la activacion
de PKC, asi como el posterior reciclaje del receptor internalizado de nuevo a la
membrana, siendo la activacion de PKC en ausencia de 5-HT suficiente para
promover la internalizacion del receptor y su posterior reciclaje (Bhattacharyya y
col., 2002). Un nivel adicional de complejidad se introduce cuando se describe la
internalizacion (con posterior reciclaje) del receptor por dopamina, un agonista
parcial, en este caso por un mecanismo independiente de PKC, efecto que se ve

favorecido por estimulacion previa con concentraciones subefectivas de 5-HT. Asi,
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dos agonistas (5-HT y dopamina) interactuaran con el receptor 5-HT,4 en una
secuencia temporal definida, logrando promover la internalizacion del receptor a
concentraciones mas bajas de las que se requeririan de cada uno de los ligandos por
separado (“priming”) (Bhattacharyya y col., 2006). Un estudio reciente ahonda en la
manifestacion de selectividad funcional por ligandos 5-HT,s en términos de
endocitosis, reciclaje y fosforilacion (Raote y col., 2013). Asi, se demostré que la
fosforilacién de 5-HT,a por PKC es necesaria para la endocitosis mediada tanto por
5-HT como por ligandos sintéticos como DOI, al contrario de la internalizacion
mediada por el agonista inverso clozapina que, al igual que lo observado para
dopamina, no se vio afectada por la inhibicion de PKC. En paralelo, también se
observaron diferencias entre los ligandos en el curso temporal del reciclaje que
experimenta el receptor, un proceso para implica la defosforilacion del mismo: los
receptores internalizados con 5-HT y dopamina requirieron 2.5 horas para su
reciclaje, a diferencia de los receptores internalizados con DOI y clozapina, que
requirieron 7.5 horas (Raote y col., 2013). A mayores de lo observado, se han
descrito una serie de antagonistas, entre ellos farmacos antidepresivos y
antipsicéticos, que son capaces de promover la desensibilizacion, internalizacion y/o
regulacion a la baja de los receptores 5-HT,4. Esta regulacion paradojica del receptor
por antagonistas se¢ ha demostrado de forma convincente tanto sobre receptores 5-
HT,a clonados y expresados en sistemas de expresion heterélogos (Bhatnagar y col.,
2001; Hanley y Hensler, 2002) como in vivo en neuronas corticales individuales
(Willins y col., 1999; Gray y Roth., 2001). Estas observaciones sugieren que la
internalizacion y regulacion promovida por antagonista tienen un importante

potencial terapettico a tener en cuenta.

Un nivel de complejidad adicional en la farmacologia y funcion del receptor
5-HT,a es la reciente descripcion de de la formacion de homodimeros (Brea y col.,
2009) asi como de heterodimeros con receptores glutaminérgicos mGlu, (Gonzélez-
Maeso y col., 2008; Delille y col., 2012, Moreno y col., 2012) y dopaminérgicos D,
(Lukasiewicz y col., 2010; Borroto-Escuela y col., 2010; Lukasiewicz y col., 2011;
Albizu y col., 2011). En el caso de la dimerizacion del receptor 5-HT,s con el

receptor de dopamina D, se ha demostrado que la sefializacién via Gog; del
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receptor de serotonina se ve favorecida en el heteromero cuando se coactiva el
protomero D,, mientras que se produce una disminucion en la sefializacion de D, a
través de Goy, cuando el protomero 5-HT,a del heterémero es activado por 5-HT
(Borroto-Escuela y col., 2010). Un ejemplo reciente de complejo heteromérico de
gran relevancia es el formado por la asociacién de receptores 5-HT4-mGlu,, que
constituye una diana potencialmente clave en esquizofrenia (Gonzalez-Maeso y col.,
2008), considerandose este complejo un nuevo objetivo prometedor para el

tratamiento de esta patologia.
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ii. El receptor S-HT; de serotonina

El receptor 5-HT7, perteneciente a la gran familia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs), se descubrid por andlisis especificos de librerias de ADN
partiendo de secuencias conservadas de receptores conocidos, habiendo sido
actualmente dilucidada la secuencia primaria de aminoacidos para este receptor en
humano, rata, raton, cobaya y cerdo. En humanos, el gen del receptor (H7TR7) esta
localizado en el cromosoma 10q21-q24, contiene tres intrones, y da lugar a tres
variantes del receptor, generadas por splicing alternativo (designadas h5-HT7), h5-
HT7v), y h5-HT7q)), que difieren en su extremo carboxi-terminal (Heidmann y col.,

1997).

La variante h5-HT7(,) es la de mayor longitud (445 aminoéacidos), mientras
que la variante h5-HT7q,) estd truncada en el aminoacido 432. En el caso de h5-
HT7q), tiene una longitud de 479 aminoécidos y difiere en la secuencia del extremo
carboxi-terminal. Esta ultima isoforma es la menos abundante, y muestra una
marcada internalizacion constitutiva a diferencia de las otras isoformas y una eficacia
disminuida en cuanto a estimulacion del gen reportero activado por AMPc en células
transfectadas (Guthrie y col., 2005). Una variante adicional del receptor h5-HTy(c), es
detectable en el tejido de rata pero no se expresa en humanos. Las afinidades en
cuanto a unién de ligandos para las tres variantes humanas son similares, al igual que
todas activan constitutivamente la AC, sin embargo, las eficacias de agonistas

inversos parecen diferir entre las distintas variantes (Krobert y Levy, 2002).

Al igual que el receptor 5-HT4 y 5-HTsg, el receptor 5-HT7 estimula la enzima
AC a través de las proteinas Gs (Adham y col., 1998) estimulando la produccion de
AMPc intracelular. A mayores de Gs, el receptor 5-HT; también ha mostrado
evidencias de su interaccion con proteinas Gy, activando consecuentemente rutas de
sefalizacion que conducen a la estimulacion de pequefias GTPasas como CDC42 y
RhoA, y con ello a la regulacion de la morfologia y funcién neuronales (Kobe y col.,
2012). A mayores, los receptores 5-HT; se ha demostrado que activan cinasas

reguladas por senales extracelulares (ERK) en neuronas del hipocampo cultivadas
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(Errico y col., 2001), a través de un mecanismo AMPc que no requiere de la
activacion de proteina cinasa A (PKA) (Lin y col., 2003), asi como en células
HEK293 a través de un mecanismo que implica a la pequefia GTPasa Ras (Norum y

col., 2003).
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cAMP/PKA @ @
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Cdc42 RhoA

Fig. 31.- Rutas de sefializaciéon del receptor 5-HT, (Tomado de Woehler y Ponimaskin, 2009)

Tras la clonacion del receptor humano (Bard y col, 1993) y de rata
(Lovenberg y col., 1993; Ruat y col., 1993) en 1993, los estudios para investigar la
funciéon del mismo en los tejidos nativos se centraron en la identificacion de
correlaciones funcionales que coincidan con el perfil farmacoldgico determinado
para el receptor clonado. Este receptor se expresa en una gran variedad de tejidos
humanos, y constituye una diana para el desarrollo de fArmacos para el tratamiento

de diversas patologias.

El receptor 5-HT; se expresa en el SNC y SNP, asi como en la periferia.
Aqui, el receptor 5-HT7 se ha detectado principalmente en las células musculares
lisas de los sistemas cardiovascular, gastrointestinal y reproductivo, en donde se
demostrd consistentemente su participacion en la inducciéon de la relajacion del
musculo liso. A mayores, también se ha mostrado la implicacion del receptor en el
sistema neuroendocrino. La distribucion del receptor en el cerebro ha sido estudiada
combinando técnicas que incluyen el uso de ratones knockout y ensayos de union de
radioligandos, mostrando una localizacién mayoritaria en el SNC a lo largo de la
corteza, el talamo, el estriado, el hipotdlamo y el hipocampo, entre otras areas (Jasper

y col., 1997; Regard y col., 2008). El uso de ratones knockout del receptor 5-HT;
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junto con antagonistas selectivos y, en menor medida, agonistas selectivos, en
modelos animales preclinicos, ha implicado a este receptor en diversas funciones del
SNC, incluyendo el ritmo circadiano, suefio REM (“rapid eye movement”),
depresion, termorregulacion, ansiedad, esquizofrenia, nocicepcion, epilepsia o

memoria, entre otras (Pittala y col., 2007, Filip y col., 2009, Leopoldo y col., 2011).

Como diana terapettica, los receptores 5-HT; son de interés en migrafia
(Hedlund, 2009), numerosas patentes cubren la aplicacién de antagonistas de estos
receptores en dolor neuropatico, y constituyen la diana para farmacos actualmente en
desarrollo, como el compuesto Lu AA21004 (vortioxetina) (Takeda and Lundbeck),
un antagonista 5-HTs;, 5-HT; y 5-HT;g, agonista 5-HT;s, e inhibidor del
transportador de serotonina (SERT), presentado para aprobacion por la FDA como
nuevo farmaco para el tratamiento de la depresion (Alvarez y col., 2012; Baldwin y
col. 2012, Henigsberg y col., 2012, Katona y col., 2012), el compuesto JNJ-
18038683 (Johnson & Johnson), un antagonista del receptor 5-HT7 que se someti6 a
estudios Fase II para el tratamiento de la depresion (Bonaventure y col., 2012) o el
nuevo antipsicotico atipico lurasidona que actua como antagonista frente al receptor
5-HT37, recientemente identificado como una diana potencial para el tratamiento de la
depresion (Nakamura y col., 2010; Cates y col.,, 2013). A mayores, muchos
antipsicoticos y antidepresivos empleados actualmente en la terapéutica muestran
afinidad por receptores 5-HT5, entre ellos antipsicoticos atipicos como amisulprida,
clozapina, quetiapina, risperidona o ziprasidona; antipsicdticos tipicos como
clorpromazina; o antidepresivos como la mianserina, fluoxetina, maprotilina o
imipramina. Esto sugiere que los receptores 5-HT; pueden contribuir a la eficacia
clinica de estos farmacos del SNC que caracteristicamente presentan perfiles
farmacologicos multidiana (Stahl, 2010; Meltzer y Massey, 2011; Li y col., 2012).
Ademas, a falta hoy en dia de un trazador para receptores 5-HT; aprobado para su
uso en imagen médica en humanos, se estan realizando esfuerzos intensivos dirigidos
al desarrollo del primer radiotrazador selectivo para receptores 5S-HT; para su uso en

tomografia de emision de positrones (PET) (Lemoine y col., 2011).
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El avance en la investigacion del receptor 5-HT7 se ha visto obstaculizado
durante muchos afios por la falta de ligandos selectivos. Sin embargo, el desarrollo y
caracterizacion recientes de compuestos selectivos (Pittala y col., 2007, Brenchat y
col., 2009, Leopoldo y col., 2011), combinados con técnicas de biologia molecular
ayudo a desvelar la rica farmacologia del receptor 5-HT; y los mecanismos de accion
de los farmacos activos sobre este receptor. Asi, la oleamida se ha observado que
actia en un sitio alostérico del receptor regulando la afinidad del receptor por 5-HT
(Hedlund y col., 1999). Adicionalmente, se han descrito para este receptor
antagonistas designados como “inactivantes” que, a diferencia de los antagonistas
competitivos 5-HT5, inactivan los sitios de unién y la funcion del receptor de una
forma resistente a los lavados (Smith y col., 2006). Posteriormente se descubri6 la
capacidad de antagonistas competitivos de reactivar receptores 5-HT; inactivados
previamente por tratamiento con antagonistas inactivantes, observaciones que
condujeron a la demostracion farmacologica de la existencia de homodimeros 5-HT-
y de cross-talk entre los protomeros del mismo (Teitler y col., 2010; Smith y col.,
2011). Mas recientemente, la complejidad de la farmacologia de este receptor se ha
visto incrementada con la descripcién de asociaciones heterodiméricas del mismo
con el receptor 5-HT;o (Renner y col.,, 2012), acoplado a proteinas Gj, lo que
posiblemente confiere una mayor diversidad en las posibilidades de regulacion de la

sefalizacion al modular ambos receptores la AC pero en sentido opuesto.

Otra particularidad de la farmacologia del receptor 5-HT7, recogida en la
literatura, hace referencia a la inhibicion por parte de antagonistas de la actividad AC
estimulada por forskolina (no estimulada por proteina G) en lineas celulares
transfectadas, por un mecanismo independiente de proteinas Gij, y que no es
compartido por antagonistas de otros receptores acoplados a proteinas Gs (Klein y
Teiler, 2011). En particular, los antagonistas inactivantes también muestran esta
propiedad, que en el caso de estos ligandos se trata de una inhibicion irreversible

(resistente al lavado) (Toohey y col., 2009).
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JUSTIFICACION

En un principio los GPCRs fueron considerados Unicamente entidades
monomeéricas, pero en los ultimos afios muchos estudios han aportado evidencias
fehacientes de que pueden existir también como dimeros u oligdbmeros. La
posibilidad de formacion de dimeros entre GPCRs, tanto homodimeros como
heterodimeros, ha abierto un amplio campo de investigacion todavia con mucha
informacion por conocer. Las consecuencias funcionales del fendmeno de la
dimerizacion, las cuales hacen referencia a procesos como el correcto plegamiento,
expresion e insercion de la unidad dimérica en la superficie celular, pasando por
nuevas propiedades farmacologicas adquiridas por el dimero (cooperatividad entre
los protomeros, alosterismo y/o selectividad funcional e interaccion con proteinas G
0 con otras proteinas interaccionantes), hasta el proceso de desensibilizacion e
internalizacion de dimeros de GPCRs para su degradacion, avalan su importancia en
el campo de la terapéutica para desarrollar estrategias de accidon sobre dianas de

forma mas especifica.

En particular para el receptor 5-HT;a, objeto de estudio en este trabajo, la
homodimerizacidon en células transfectadas ha sido demostrada por varias técnicas
(Brea y col., 2009). En primer lugar, el analisis de la asociacion de receptores 5-HT4
mediante estudios de co-inmunoprecipitacion evidenci6 homodimerizacion
constitutiva. En estos estudios, células HEK293 fueron transfectadas transitoriamente
con vector vacio (muestras “mock”), con el receptor FLAG-5-HT,s (muestras
“FLAG”), con el receptor c-myc-5-HT,5 (muestras “myc”) o con ambos receptores
en co-transfeccion (muestras “FLAG + myc”). Antes de la co-inmunoprecipitacion,
se mezclaron fisicamente lisados provenientes de muestras “myc” y “FLAG”
(muestras “mix”) como control negativo. Lisados de todas las muestras fueron
inmunoprecipitados con anticuerpo anti-FLAG, y analizados por electroforesis SDS-
PAGE y western-blot empleando anticuerpo anti-c-myc, lo que resultd en la co-
inmunoprecipitacion de una banda inmunoreactiva mayoritaria de aproximadamente
55 kDa, correspondiente a una proteina marcada con c-myc de peso molecular

similar al descrito para el receptor 5-HT»4 (Fig 32. Panel superior). Esta banda no

71



Justificacion, hipotesis y objetivos

se detect6 cuando las muestras myc y FLAG expresando los receptores
individualmente, ni cuando ambas muestras fueron mezcladas antes de la co-
inmunoprecipitacion, descartando que la formacion de oligdmeros o agregados de
receptor ocurriese durante el proceso de solubilizacion y desnaturalizacion de las
muestras antes de la electroforesis. En estos ensayos, la expresion de los receptores
FLAG-5-HT;4 y c-myc-5-HT;4 en las transfecciones fue verificada por western-blot

con anticuerpos anti-FLAG y anti-c-myc. (Fig 32. Panel medio e inferior)
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Fig. 32.- Analisis de la dimerizacién de receptores 5-HT,, en células transfectadas mediante co-

inmunoprecipitacion (Tomado de Brea y col., 2009)
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En el mismo trabajo, se investigd la homodimerizacion de este receptor
mediante la medida de la eficiencia de FRET por el método de fotodestruccion del
aceptor (YFP), en células HEK293 vivas co-expresando transitoriamente receptores
5-HT»a fusionados a las proteinas fluorescentes CFP e YFP, respectivamente. Tras
corregir la contaminacion de la sefial de emision del donante CFP en el canal de
emision del aceptor, los valores de eficiencia de FRET indicaron una sefal especifica
hiperbolica en funcion del cociente fluorescencia YFP/ fluorescencia CFP
consistente con la formacion de homodimeros en el caso de la co-expresion de los
receptores 5-HT2ACFP + 5-HT2AYFP, mientras que la co-expresion de las proteinas 5-
HT2ACFP + YFP™ (proteina YFP modificada con un dominio de localizacion en
membrana) confirm6 un comportamiento basado en interacciones aleatorias entre
proteinas fluorescentes, ya que la eficiencia aument6 linealmente con el nivel de
expresion del aceptor (Fig. 33,A). La co-expresion de la variante 5-HT,5""" con
otros GPCRs fusionados a CFP (D;**, PTHR®") para los que no se conoce su
heterodimerizaciéon con el receptor 5-HTya, dio lugar a eficiencias de FRET no
significativamente diferentes de la obtenida en la co-expresion 5-HT,,"" + YFP™,
siendo la eficiencia de FRET en las transfecciones 5-HTo P + 5-HToa''"

significativamente mayor que las anteriores (Fig. 33,B).
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Fig. 33.- Valores de eficiencia de FRET en células transfectadas co-expresando diferentes pares
de receptores fusionados a las proteinas fluorescentes CFP o YFP. A) La eficiencia en el caso de
la co-expresion de los receptores 5-HT,,“*? + 5-HT,, "** aumenta como una funciéon hiperbolica del

nivel de expresion del aceptor , comportamiento esperado para interacciones proteina-proteina

especificas. En el caso de la co-expresion de las proteinas 5-HT,,“"" + YFP™, la eficiencia aumenta

linealmente con el nivel de expresion del aceptor, comportamiento esperado en asociaciones aleatorias
entre proteinas fluorescentes. B) Eficiencia de FRET significativamente mayor para la co-expresion
de 5-HT,,“"" + 5-HT,, """ en comparacion a la obtenida por los pares de proteinas en co-expresion 5-

HT,,“" + YFP™, D,“*" + 5-HT,, """ 0 PTHR“"® + 5-HT,, "™ (Tomado de Brea y col., 2009).

La descripcion de la formacion de homodimeros de receptores 5-HT»a estaba
de acuerdo con la observacion de curvas bifasicas de desplazamiento de la union del
agonista ['H]-DOB al receptor 5-HT,s de serotonina, por parte de determinados
antagonistas en ensayos de competicion (Brea y col., 2009), un comportamiento
antagonista-dependiente consistente con la existencia de cooperatividad negativa
entre sitios de union en GPCRs diméricos, donde la unién de una unica molécula de
ligando a un protomero del dimero producira efectos cooperativos en la capacidad de
la segunda molécula para unirse. Asimismo, el estudio del efecto antagonista de
distintos ligandos sobre dos vias de senalizacion del receptor 5-HT»4, acumulacion
de IPs y liberacion de AA, evidencidé un comportamiento antagonista-dependiente,
obteniéndose curvas bifasicas para los mismos antagonistas en una de las vias
(liberacion de AA) (Fig. 34). Estos resultados de los estudios farmacologicos eran
compatibles con un modelo dimérico de tres estados, que contempla una
conformacion activa del receptor dimérico para cada una de las 2 vias de

sefalizacion y una conformacion inactiva (Brea y col., 2009).
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Fig. 34.- Reconocimiento conformacional del receptor 5-HT,, antagonista-dependiente. A)
Curvas de competicién de la union de [’H](£)DOB al receptor 5-HT, por clozapina y haloperidol, en
células CHO transfectadas establemente. B) Antagonismo por clozapina de la formacion de IPs (en
gris) y de la liberacion de AA (en negro) estimuladas por 5-HT, en las mismas células. C)
Antagonismo por haloperidol de la formacion de IPs (en gris) y de la liberacion de AA (en negro)

estimuladas por 5-HT, en las mismas células (Tomado de Brea y col., 2009).

Muchos estudios han tratado de elucidar en los Ultimos afios la arquitectura
del complejo receptor-proteina G en los dimeros de GPCRs, proponiéndose
diferentes modelos para explicar su funcionamiento y las implicaciones funcionales
en sefializacion. Un estudio pionero en el campo es el relativo al dimero del receptor
5-HT,c de serotonina, que concluye que una Unica proteina G interactuaria con un
dimero de GPCR (estequiometria 1:1, también observada para el dimero de
receptores BLT1 de leucotrienos By, y la activacion del dimero 5-HT,¢ requeriria la
ocupacion del bolsillo de unién de ambos protdmeros por ligando. Sin embargo otros
modelos, como el propuesto para el dimero del receptor D, de dopamina, defienden
que, aunque como en ambos casos anteriores, la unidad de sefializacion minima
estaria formada por dos protdmeros y una tUnica proteina G heterotrimérica, el
complejo podria activarse totalmente por un Unico agonista unido a un tUnico
protomero del dimero, sugiriendo un funcionamiento asimétrico del dimero, cuya

sefalizacion se ve potenciada por la unidon de un agonista inverso al segundo
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protomero (escenario de sefializacion Optima). Otra variante de estos modelos,
recogida en los estudios centrados en el dimero del receptor mGlu; o en el dimero del
receptor de clase A 5-HT4 de serotonina, hace hincapié¢ en el requerimiento de la
ocupacién del dimero por parte de dos ligandos, uno por cada bolsillo de unioén de
cada protomero del dimero, para activar eficientemente el complejo, a pesar de que la
unién de un ligando a un unico protomero del dimero permitia también activar el
complejo, aunque no de forma maximal. Por ultimo, el modelo para explicar la
interaccion de la rodopsina con la proteina G (transducina) llevada a cabo por
Palczewski y colaboradores argumenta que dos homodimeros de rodopsina (“pares”
de dimeros) actian conjuntamente para interactuar con una uUnica proteina G
heterotrimérica. Queda patente, por tanto, que la modulacion del complejo receptor-
proteina G en los dimeros de GPCRs ofrece importantes implicaciones para su
manipulacion farmacolégica y que se pueden aplicar para la terapéutica. En el caso
del homodimero de receptores 5-HT,a, se requiere ampliar nuestro conocimiento
acerca de la estequiometria de la unidad funcional minima del complejo asi como de

su modelo de funcionamiento.

Asimismo, en términos de localizacion subcelular y correcta expresion en
superficie celular de los dimeros de GPCRs, recientemente se ha demostrado para el
homodimero del receptor 5-HT,c de serotonina, los homo y heterodimeros de
CXCR1 y CXCR2 de quimiocinas y el receptor o;p adrenérgico, entre otros
ejemplos, que los complejos diméricos se forman en fases tempranas de la biogénesis
del receptor (RE, aparato de Golgi), y asi alcanzan la superficie celular mediante un
correcto trafico intracelular. El empleo de receptores truncados o modificados en su
secuencia de manera que resultan retenidos en compartimentos intracelulares, a causa
de un plegamiento incorrecto de la proteina, en co-expresion con receptores no
deficientes en su localizacion subcelular, es una estrategia valiosa para estudiar la
biogénesis y el trafico intracelular de dimeros de GPCRs, abordando su rescate bien
con chaperonas farmacologicas que permiten estabilizar una conformacion del
receptor adecuada para su expresion en superficie celular, o bien mediante el
enmascaramiento de los dominios de retencion de los receptores en compartimentos

intracelulares u otras interacciones alostéricas a través de la formacion de dimeros, lo
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cual permite un correcto ensamblaje de la unidad dimérica para su transporte hacia la
membrana plasmatica. Asi pues, estudios de rescate entre protomeros empleando
receptores deficientes en localizacion subcelular, ademas de aportar pruebas
adicionales de la formacion del complejo dimérico para los receptores a estudio,

informan sobre aspectos de la biogénesis de los dimeros de GPCRs.

Centrandonos en los GPCRs receptores de serotonina, en dos de los cuales se
centra este trabajo, se ha demostrado mediante diversos estudios la formacion de
homodimeros del receptor 5-HT 4, de los receptores 5-HT5 y 5-HT)p, del receptor
5-HT;a, del receptor 5-HT,c, del receptor 5-HT, y del receptor 5-HT7, ademas de la
capacidad del receptor 5-HT, 5 de heterodimerizar con el receptor A5 de adenosina o
con el receptor GAL; de galanina, del receptor 5-HT,5 de heterodimerizar con el
receptor metabotropico de glutamato de tipo 2 (mGlu;) o con el receptor D, de

dopamina y del receptor 5-HT7 de heterodimerizar con el receptor 5-HT) 4.

Por otra parte, en el caso del receptor 5-HT; de serotonina, siendo el tltimo
miembro identificado de la familia de receptores de 5-HT y uno de los miembros
menos estudiados, principalmente por las dificultades encontradas durante largo
tiempo a la hora de desarrollar ligandos selectivos, particularmente agonistas, es
necesario conocer mejor su papel fisiopatologico y su potencial como diana
terapéutica. Esto justifica el creciente interés en desarrollar nuevas moléculas que
sirvan como herramientas quimicas para el estudio del receptor 5-HT, para la

caracterizacion detallada de sus mecanismos de accion.

Asi, en estos afios se ha ido acumulando un importante volumen de estudios
sobre las acciones del receptor 5-HT;, impulsados por el desarrollo de ligandos
selectivos, particularmente antagonistas como SB-269970, considerado el
antagonista y radioligando 5-HT; de referencia, o 8-OH-DPAT (agonista total), en
combinacion con WAY 100635 para enmascarar receptores 5-HT;o o, mas
recientemente, AS-19 ((2S)-(+)-5-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)-2-
(dimetilamino)tetralina) (agonista parcial) o E-55888 (dimetil-{2-[3-(1,3,5-trimetil-

1H-pirazol-4-il)-phenil]-etil } -amino dihidrocloruro) (agonista total), ambos capaces
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de evocar efectos antinociceptivos mediados por el receptor en modelos animales.
Junto a esto, se han aportado datos procedentes de estudios en animales a los que se
les ha deleccionado el gen del receptor 5-HT; (knock-out). Sin embargo, los
resultados de los estudios del papel del receptor 5-HT7; en el SNC usando estas
diversas herramientas quimicas y biologicas han sido a menudo contradictorios o
dificiles de integrar. Por ejemplo, el suefio REM o respuestas indicativas de
comportamiento depresivo evaluadas en tests comportamentales en animales
modelos de depresion se vieron atenuados tanto mediante la estimulaciéon como la
inhibicion del receptor. Asimismo, la activacion del receptor a nivel espinal se ha
asociado tanto a efectos pronociceptivos como antinociceptivos. En ensayos
preclinicos en modelos animales de ansiedad, esquizofrenia o epilepsia, los animales
knock-out del receptor 5-HT,; mostraron fenotipos diferentes, a veces incluso
opuestos, a los resultados vistos tras administracion de antagonistas como SB-

269970.

Adicionalmente, estudios  recientes  revelaron = comportamientos
farmacoldgicos inusuales en ensayos celulares para ligandos antagonistas del
receptor, entre ellos el antipsicotico risperidona como prototipo, que mostraron una
capacidad inactivante pseudo-irreversible de la actividad de la adenilato ciclasa,
capacidad dependiente de la interaccion de estos ligandos con el receptor 5-HT5,
efecto que pudo ser revertido por otros antagonistas clasicos “no inactivantes” tales

como clozapina.

Estos datos apuntan hacia nuevos aspectos en la sefializacion del receptor,
tales como sefalizacion bifasica, con bajos y altos niveles de 5-HT produciendo
sefializacion opuesta en animales a través de distintos receptores, vias de
sefializacion del receptor 5-HT; independientes de proteinas G en respuesta a
ligandos especificos, o sefalizacion regulada de forma alostérica por receptores 5-
HT7 homo- o hetero-diméricos, como hipdtesis de trabajo que tratan de explicar estos

nuevos modelos de sefializacion del receptor.
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El grupo colaborador de quimica medicinal del Dr. Marcello Leopoldo
(Dipartimento di Farmacia — Scienze del Farmaco, Universita degli Studi di Bari "A.
Moro", Italia), ha desarrollado en los ultimos afios diferentes series de compuestos
arilpiperazinicos con afinidad y selectividad por receptores 5-HT;, en particular
derivados 1-arilpiperazinas sustituidas en posicion 4 (Perrone y col., 2003; Leopoldo
y col., 2004a, Leopoldo y col., 2004b, Leopoldo y col., 2007, Leopoldo y col., 2008).
Entre estos, el compuesto LP-211 (N-(4-cianofenilmetil)-4-(2-difenil)-1-
piperazinahexanamida) mostr6 afinidad en el rango nanomolar por el receptor 5-HT;
de rata (Ki = 0.58 nM) y humano (K; = 15 nM) heter6logamente expresados en lineas
celulares, junto con una relativamente baja afinidad por receptores 5-HT;s de
serotonina (Kj = 188 - 379 nM) y D, de dopamina (K; = 142 nM), asi como por todos
los otros subtipos de receptores de 5-HT y por el transportador de serotonina humano
(SERT). El compuesto fue capaz de modular el incremento de inmunoreactividad
inducido por capsaicina para Fos-/ike, considerado como un marcador de dolor
cefélico, en el nucleo trigémino caudal de ratas. LP-211 ha sido propuesto como una
valiosa herramienta experimental para estudiar el rescate del fenotipo del sindrome
de la X fragil en ratones knock-out para Fmrl, ademds de postularse como una
herramienta adecuada para el estudiar el papel del receptor 5S-HT7 en desérdenes del
suefio y en la modulacion de los sistemas limbicos emocionales y motivacionales. En
el caso de MEL-9 (N-benzil-4-(2-difenil)-1-piperazinahexanamida), un analogo
estructural de LP-211, intentos previos para determinar su afinidad por receptores 5-
HT; de rata se habian visto obstaculizados por un desplazamiento incompleto de las
curvas de union en ensayos de union de radioligandos con [’H]-LSD y en el caso del
receptor humano se obtuvo una estimacion de K; = 0.8 nM. El comportamiento de
MEL-9 no fue compatible con un modelo de cldsico de union competitivo,
hipotetizandose que podria interaccionar con receptores 5-HT; a través de un
mecanismo alostérico, como se sugiere por el hecho de que la pendiente de Hill
difiere de forma significativa de 1 para este compuesto en ensayos de unidon de
radioligandos empleando [*H]-LSD. Sin embargo, ninguno de los dos compuestos ha
sido caracterizado funcionalmente en términos de regulacion de sefializacion in vitro

empleando lineas celulares.
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En resumen, en este trabajo nos hemos planteado estudiar en mas detalle la
funcionalidad de los receptores 5-HT,5 y 5-HT7 de serotonina. En particular, nos
interesaba obtener informacién acerca de la unidad funcional, ain no estudiada, del
homodimero 5-HT, descrito recientemente por nuestro grupo (Brea y col., 2009), en
términos del modelo al que responde su activacion y acoplamiento a proteina G, asi
como a la capacidad de complementacion y rescate entre protomeros deficientes y a
su biogénesis y trafico intracelular. Por otra parte, la disponibilidad de moléculas
selectivas sobre receptores 5-HT; provenientes de una quimioteca académica, cuyo
mecanismo de accidén no es bien conocido, nos permite abordar la funcionalidad de
este receptor en términos de union de ligandos y sefializacion en un sistema in vitro.

Por ello nos planteamos estudiar las siguientes hipotesis:
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HIPOTESIS

» Hipotesis 1. “La funcionalidad del homodimero de receptores 5-HT,4 de
serotonina puede ser elucidada haciendo uso de herramientas biologicas

diseriadas ad-hoc”.

» Hipétesis I1. “La caracterizacion detallada in vitro del mecanismo de accion
de compuestos con afinidad y selectividad por el receptor 5-HT; de
serotonina puede aportar informacion acerca de la funcionalidad de este

receptor”.
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1))

2)

1)

2)

3)

4)

OBJETIVOS

Objetivos generales

Estudiar la funcionalidad del homodimero 5-HT,s de serotonina en lineas
celulares haciendo uso de protomeros modificados del receptor, que resultan
funcionalmente deficientes en unién a ligandos, en acoplamiento a proteina G

o en localizacion subcelular.
Caracterizar el comportamiento farmacoldgico in vitro sobre receptores 5-

HT; de dos compuestos de naturaleza arilpiperazinica, LP-211 y su analogo

MEL-9, previamente descritos con afinidad y selectividad por este receptor.

Objetivos especificos

Evaluar el requerimiento de la ocupacion de ambos protomeros del dimero 5-

HT,A de serotonina para la sehalizaciéon mediada por proteinas G.

Evaluar la posible existencia de sefalizacion cruzada entre protomeros del

dimero 5-HT»,a de serotonina.

Estudiar la capacidad de complementacion entre protomeros del homodimero

5-HT,a de serotonina en términos de localizacion subcelular.

Caracterizar el mecanismo de accion de los compuestos MEL-9 y LP-211

sobre el receptor 5-HT5 en lineas celulares.
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MATERIALES

Reactivos empleados en la elaboracion de tampones v medios de ensavo:

EDTA (acido etilendiaminotetraacético, sal disoédica dihidratada), ampicilina, Tris,
BSA (albamina de suero bovino) libre de acidos grasos, CaCl,, Na,HPO4, HEPES
(acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-(1)] etanosulfonico), KCI, Tween® 20,
formato amoénico, HCOONa, Nonidet P-40, n-propil galato, glicerol, solucion de
polietileneimina, acido formico, LiCl, Borax, EGTA (4cido etilen glicol-bis(2-
aminoetileter)-N,N,N’,N'-tetraacético), NaHCOs, MgCl,, pargilina, 4acido ascorbico
y MgSO; fueron suministrados por Sigma-Aldrich. NaCl y peptona bacteriologica
fueron suministrados por Panreac, extracto de levadura ultrapuro por Affymetrix,
paraformaldehido por Santa Cruz Biotechnology, KH,POs4 por Prolabo e

higromicina por Invitrogen.

Reactivos farmacoldgicos: MEL-9 (N-bencil-4-(2-difenil)-1-

piperazinahexanamida) y LP-211 (N-(4-cianofenilmetil)-4-(2-difenil)-1-
piperazinahexanamida) (Leopoldo y col., 2008; Hedlund y col., 2010) fueron
sintetizados y suministrados por el Dipartimento Farmaco-Chimico, Universita degli
Studi di Bari "A. Moro", Bari, Italia. Clozapina, metiotepina, 5-CT (5-
carboxamidotriptamina, maleato), forskolina, metisergida, serotonina y carbacol
fueron suministrados por Sigma-Aldrich. ["H]-SB-269970 (39.9 Ci/mmol) y [H]-

LSD (82.7 Ci/mmol) fueron suministrados por Perkin Elmer.

Reactivos empleados en técnicas de biologia molecular: las enzimas de

restriccion, fosfatasa antartica y T4 DNA ligasa fueron suministradas por New

England Biolabs.
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Métodos empleados en los estudios sobre el receptor

S-HT, (Objetivo 1)

I. Generacion de receptores 5-HT,, mutados

Los estudios planteados sobre homodimeros del receptor 5-HT,n de
serotonina requirieron de la generacion de distintos receptores mutados, que se
disefiaron en base a informacion sobre éste u otros GPCRs recogida en la
bibliografia. Para su generacion, se introdujeron mutaciones puntuales en la
secuencia del receptor 5-HT,4 de serotonina humano nativo (5-HT,2-WT) mediante

técnicas de mutagénesis dirigida por PCR.

i. Generacion de receptores S-HT,, mutados deficientes en union de

ligandos

Los receptores mutados deficientes en union de ligandos (pcDNA3-5-HT4-
S159R-YFP y pcDNA3-5-HT,5-D155A-YFP) portan cada uno de ellos una mutacion
puntual en aminoacidos distintos del bolsillo de union (“binding site”’), previamente
descritas en la literatura para receptores 5-HT, o especificamente para el receptor 5-
HT,s (Almaula y col., 1996; Ebersole y col., 2003; Herrick-Davis y col., 2005;
Muntasir y col.,, 2006). Ademas, estos receptores mutados llevan fusionada la
proteina fluorescente YFP en el extremo carboxi-terminal del receptor para poder

confirmar la expresion del receptor mediante un seguimiento de la fluorescencia.

A) pcDNA3-5-HT;A-S159R-YFP: para esta construccion se empled el vector
pcDNA3, un vector de expresion en células eucariotas convencional, que
contiene el origen de replicacion SV40 (simian virus 40). Se partio de la
construccion disponible en el laboratorio pcDNA3-5-HT,4-S159R, generada
empleando los cebadores forward (5'-GAC GTG CTC TTC CGC ACG GCC
TCC) y reverse (5'-GAT GGA GGC CGT GCG GAA GAG CAC), que

introducen el cambio de serina (Ser3.36) a arginina en la posicion de
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nucledtidos 475-477 (TCC > CGC) en la hélice transmembrana IIT del
receptor. A esta construccion se le fusiono la proteina fluorescente amarilla
YFP en la region carboxi-terminal del receptor usando técnicas de PCR,
amplificando tanto el ADNc del receptor mutado como el ADNc de la
proteina fluorescente YFP, disponible en el laboratorio. Los cebadores
empleados fueron: para amplificar el receptor sobre la construccion pcDNA3-
5-HT,a-S159R el cebador forward (5'-AAA AAA AAA GCC ACC GGA
TCC ATG GAT ATT CTT TGT GAA GAA AAT ACQC) y reverse (5'-AAA
AAA AAA TCT AGA CAC ACA GCT CAC CTT TTC ATT C), y para
amplificar la proteina YFP sobre una construccion pcDNA3-PTHR-YFP el
cebador forward (5'- AAA AAA AAA TCT AGA ATG GTG AGC AAG
GGC GAG GAG) y reverse (5'- AAA AAA AAA CTC GAG TTA CTT
GTA CAG CTC GTC CAT G). A continuacion, los dos productos de PCR y
el plasmido pcDNA3 se cortaron con enzimas de restriccion de la siguiente
forma: YFP (Xbal y Xhol), 5-HT,4-S159R (BamHI y Xbal) y pcDNA3
(BamHI y Xhol).

Tras la digestion se procedi6 al tratamiento del vector cortado con fosfatasa
alcalina y posteriormente a la ligacion simultdnea de los dos insertos con T4
DNA ligasa, para llevar a cabo a continuacion la trasformacion de bacterias
competentes de la cepa XLI1-blue de Escherichia coli, seleccionando las
colonias positivas a partir de placas con medio de crecimiento bacteriano LB
(medio Luria-Bertani) (1.0% Peptona Bacteriologica 0.5% extracto de
levadura ultrapuro, 1.0% NaCl) con agar (6 g/l) a las que se adicion6
ampicilina a concentracion 100 pg/ml como antibidtico de seleccion,
realizando la consecuente extraccion del plasmido de interés con un kit de
extraccion de ADN (QIAGEN Plasmid Midi Kit, Qiagen). Esto se realizo
para todas las construcciones generadas a lo largo de la presente tesis, y las
secuencias fueron en todos los casos confirmadas por secuenciacion
(Secugen, SL, Madrid), comprobandose los resultados empleando los

softwares Chromas y pPDRAW32.
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B) pcDNA3-5-HT;5-D155A-YFP: se partio del ADNc del receptor humano 5-
HT,4 de serotonina nativo y se emplearon los cebadores forward (5'-TT TAC
CTG GCC GTG CTC TTC TC) y reverse (5'-GAA GAG CAC GGC CAG
GTA AAT C), los cuales introducen el cambio de acido aspartico (Asp3.32) a
alanina en la posicion de nucleotidos 463-465 (GAC - GCC) en la hélice
transmembrana III del receptor. El fragmento de PCR del ADNCc del receptor
mutado se cortd con enzimas de restriccion, al igual que la construccion
anterior pcDNA3-5-HT»2-S159R-YFP que se emple6 como vector para
insertar la nueva construccion, de la siguiente forma: 5-HT,5-D155A (BamHI
y EcoRI) y pcDNA3-5-HT,4-S159R-YFP (BamHI y EcoRI), aprovechando
un sitio de restriccion natural EcoRI presente en el extremo carboxi-terminal

del receptor 5-HT;4.

ii. Generacion de un receptor S-HT,, mutado deficiente en

acoplamiento a proteinas G

El receptor mutado deficiente en acoplamiento pcDNA3-FLAG-5-HT;a-
D120N-YFP, o su variante sin YFP, pcDNA3- FLAG-5-HT,5-D120N, portan una
mutacion en un unico aminoacido en la hélice transmembrana II, que altera el
acoplamiento a la proteina G, previamente descrita en la literatura (Sealfon y col.,
1995). A mayores se fusiond un epitopo FLAG de reconocimiento por anticuerpos
comerciales en el extremo amino-terminal del receptor y la proteina YFP en el
extremo carboxi-terminal, para poder hacer un seguimiento de la expresion y
localizaciéon del receptor mediante distintas técnicas inmunocitoquimicas o de

microscopia de fluorescencia.

A) pcDNA3-FLAG-5-HT>,-D120N-YFP: esta construccion lleva un epitopo
FLAG (secuencia de aminoacidos: DYKDDDDK) inmediatamente tras la
primera metionina del receptor. Para abordar el disefio experimental de la
construccion, se parti6 de un ADNc del receptor 5-HT,5 disponible en el
laboratorio que ya contenia este epitopo (FLAG-5-HT,,) y se introdujo por

PCR la mutacion de acido aspartico (Asp2.50) a asparragina en la posicion de
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B)

nucledtidos 382-384 (GAT > AAT) en la hélice transmembrana II del
receptor. Para ello se hicieron dos reacciones intermedias y una total con la

siguiente distribucion de los cebadores durante el proceso:

v’ Intermedia 1: forward (5'-AAA AAA AAA GGA TCC ATG GAC
TAC AAG GAC GAC GAT GAT AAG ATT CTT TGT GAA GAA
AAT ACT TC) y reverse (5'-CCA GCA GCA TAT TAG CTA TGG
CAAG)

v’ Intermedia 2: forward (5-ACT TGC CAT AGC TAA TAT GCT
GCT Q) y reverse (5'-AAA AAA AAA TCT AGA TCA CAC ACA
GCT CAC CTT TTC)

v’ Total: forward (5-AAA AAA AAA GGA TCC ATG GAC TAC
AAG GAC GAC GAT GAT AAG ATT CTT TGT GAA GAA AAT
ACT TC) y reverse (5'-AAA AAA AAA TCT AGA TCA CAC ACA
GCT CAC CTT TTC)

El fragmento de PCR total del ADNc del receptor mutado se cortd con
enzimas de restriccion, al igual que la construccion pcDNA3-FLAG-5-HT;4-
AxxxAxxxA-YFP que se emple6 como vector para insertar la nueva
construccion, de la siguiente forma: pcDNA3-FLAG-5-HTa-AXXXAXXXA-
YFP (BamHI y EcoRI) y 5-HT24-D120N (BamHI y EcoRI).

pcDNA3-FLAG-5-HT;4-D120N: esta construccion se generd a partir de la
anterior, a la que se elimin6 la proteina fluorescente YFP en el extremo
carboxi-terminal. Para ello, se empled la construccion pcDNA3-FLAG-5-
HT>a, en la que se insertd un fragmento del receptor FLAG-5-HT,4-D120N-
YFP, generado en el apartado anterior y conteniendo la mutacion, cortados

ambos con los enzimas de restriccion EcoRI y BamHI.
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iii. Generacion de receptores S-HT,, potencialmente deficientes de

localizacion subcelular

Para llevar a cabo experimentos de rescate de receptores deficientes en
localizacién subcelular por parte del receptor nativo via formacion de un
homodimero planteados en este trabajo, se disefiaron receptores mutados
potencialmente deficientes en localizacion subcelular, en base a observaciones sobre
otros GPCRs descritas en la literatura y teniendo en cuenta la homologia de

secuencias entre los GPCRs.

El primero de los receptores mutados potencialmente deficiente en
localizacion subcelular creado para este trabajo (FLAG-5-HTza-ER-trapped) se
esperaba que presente unas caracteristicas funcionales especificas, en concreto
deficiencias marcadas en su salida del reticulo endoplasmatico, viéndose dificultado
su trafico hacia la membrana plasmatica (Wilson y col., 2005). Para ello se adicion6
en el extremo carboxi-terminal del receptor un dominio de retencioén en el reticulo
endoplasmatico, que se corresponde al segmento carboxi-terminal de 14 aminoacidos
del receptor o,c-adrenérgico. Esta construccion, ademas de usarse para diversos
ensayos de union de radioligandos, se empled para estudios de localizacion
subcelular mediante ensayos inmunocitoquimicos analizados y procesados por

microscopia confocal.

A) pcDNA3-FLAG-5-HT,5-ER-trapped: esta construccion se generd a partir
de un ADNc correspondiente al receptor FLAG-5-HTz,, introduciendo en el
extremo carboxi-terminal un dominio de retencion en el reticulo
endoplasmatico, cuya secuencia de aminoacidos es: KHILFRRRRGFR. Esto
se hizo por PCR empleando para ello los cebadores forward (5'-AAA AAA
AAA GGA TCC ATG GAT ATT CTT TGT GAA GAA) y reverse (5'-AAA
AAA AAA CTC GAG TCA TTG CCT GAA GCC CCT TCT CCT CCT
TCG AAA GAG GAT ATG CTT CAC ACA GCT CAC CTT TTC ATT C).

El producto de PCR se cortdé con enzimas de restriccion y se insertd en el
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B)

vector pcDNA3 de la siguiente forma: FLAG-5-HT,5-ER-trapped (BamHI y
Xhol) y pcDNA3 (BamHI y Xhol).

pcep4-FLAG-5-HT,4-ER-trapped: esta construccion es una variante de la
anterior, albergada en un vector diferente como es el pCEP4, vector episomal
basado en el origen de replicacion EBV (Epstein Barr Virus) (oriP) que
contiene el antigeno nuclear EBNA-1 (Epstein-Barr nuclear antigen 1). Esto
le permitiria replicarse extracromosomalmente en lineas celulares permisivas
a la infeccion por EBV, tales como células de primate o caninas (Kunaparaju
y col., 2005), lo que puede llevar a un incremento en los niveles de expresion
de la proteina de interés alcanzados en transfecciones transitorias en ciertos
tipos celulares. Para su generacién se us6 como molde la construccion
pcDNA3-FLAG-5-HT,-ER-trapped, llevando a cabo su disefio por PCR
empleando los cebadores forward (5'-AAA AAA AAA GCG GCC GCA
TGG ACT ACA AGG ACG ACG ATG ATA AGG ATA TTC TTT GTG
AAG AAA ATA CTT C) y reverse (5'-AAA AAA AAA GGA TCC TCA
TTG CCT GAA GCC CCT TCT CCT). Esta construccion lleva, al igual que
la anterior, un epitopo FLAG en el extremo amino-terminal. El producto de
PCR se cortd con enzimas de restriccion y se inserto en el vector pCEP4 de la
siguiente forma: FLAG-5-HT»a-ER-trapped (Notl y BamHI) y pCEP4 (Notl
y BamHI).

El segundo de los receptores mutados potencialmente deficiente en

localizacion subcelular (FLAG-5-HT,4-W200A) contiene una mutacion en la hélice
IV previamente descrita previamente en la literatura en receptores 5-HT,a, que
provoco una importante reduccion de la afinidad la eficacia de agonistas de este
receptor (Roth y col., 1997), lo que convertiria al receptor mutado en una variante
deficiente en unién a ligandos al igual que el receptor mutado 5-HT,4-S159R. Sin
embargo, estudios recientes describieron que la misma mutaciéon en el receptor B,
adrenérgico resulto en un receptor deficiente en su trafico a la membrana plasmatica,
resultando retenido en el reticulo, asi como con reducida propension a

homodimerizar (Kobayashi y col., 2009). Ante estos resultados nos propusimos
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llevar a cabo un estudio detallado, similar al disefiado para el receptor mutado con el
dominio de retencion en reticulo endoplasmatico, para desentramar el mecanismo de
su posible comportamiento como protomero deficiente en localizacion subcelular.
Estas construcciones como en el caso anterior, ademds de usarse para diversos
ensayos de union de radioligandos, se emplearon para estudios de localizacion
subcelular mediante ensayos inmunocitoquimicos analizados y procesados por

microscopia confocal.

A) pcDNA3-FLAG-5-HT;A-W200A-YFP: para esta construccion se us6 como
molde la construccion pcDNA3-FLAG-5-HT,a, y se disendé por PCR
mediante dos reacciones intermedias y una total. La distribucion de los

cebadores durante el proceso fue la siguiente:

v Intermedia 1: forward (5-AAA AAA AAA GGA TCC ATG GAC
TAC AAG GAC GAC GAT GAT AAG ATT CTT TGT GAA GAA
AAT ACT TC) y reverse (5'-ATC ATT GCT GTT GCG ACC ATA
TCA GTA GGT ATA TC)

v Intermedia 2: forward (5'-TGA TAT GGT CGC AAC AGC AAT
GAT TTT C) y reverse (5'-AAA AAA AAA TCT AGA TCA CAC
ACA GCT CAC CTT TTC)

v' Total: forward (5'-AAA AAA AAA GGA TCC ATG GAC TAC
AAG GAC GAC GAT GAT AAG ATT CTT TGT GAA GAA AAT
ACT TC) y reverse (5'-AAA AAA AAA TCT AGA TCA CAC ACA
GCT CAC CTT TTC)

Se consigue asi el cambio de triptofano (Trp4.50) a alanina en la posicion de
nucledtidos 622-624 (UGG > GCG) en la hélice transmembrana IV del
receptor. El producto de PCR se cortd con enzimas de restriccion y se ligd a
la construccion previamente generada pcDNA3-5-HT,5-S159R-YFP, de la
siguiente forma: FLAG-5-HT;4-W200A (BamHI y EcoRI) y pcDNA3-5-
HT,A-S159R-YFP (BamHI y EcoRI), manteniendo consecuentemente en el
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extremo carboxi-terminal de la nueva construccion la proteina fluorescente

YFP.

B) pCEP4-FLAG-5-HT24-W200A: para esta construccion se usé como molde
la construccion pcDNA3-FLAG-5-HT;a, y se prepard por PCR mediante dos
reacciones intermedias y una total. La distribucion de los cebadores durante

el proceso fue la siguiente:

v Intermedia 1: forward (5'-AAA AAA AAA GGA TCC ATG GAC
TAC AAG GAC GAC GAT GAT AAG ATT CTT TGT GAA GAA
AAT ACT TC) y reverse (5'-ATC ATT GCT GTT GCG ACC ATA
TCA GTA GGT ATA TC)

v Intermedia 2: forward (5'-TGA TAT GGT CGC AAC AGC AAT
GAT TTT C) y reverse (5'-AAA AAA AAA TCT AGA TCA CAC
ACA GCT CAC CTT TTC)

v’ Total: forward (5'-AAA AAA AAA GCG GCC GCA TGG ACT
ACA AGG ACG ACG ATG ATA AGG ATT CTT TGT GAA GAA
AAT ACT TC) y reverse (5'-AAA AAA AAA GGA TCC TCA CAC
ACA GCT CAC CTT TTC)

El producto de PCR se cortd con enzimas de restriccion y se insertd en el
vector pCEP4 vacio de la siguiente forma: FLAG-5-HT;4-W200A (Notl y
BamHI) y pCEP4 (Notl y BamHI).

El tercer y ultimo de ellos se basa en una mutacion de residuos en un motivo
hidrofobico FxxxFxxxL (o GxxxGxxxL) en el extremo carboxi-terminal, altamente
conservado entre distintos GPCRs, dando lugar a receptores deficientes en su salida
del reticulo endoplasmatico, donde quedan atrapados impidiéndose el normal trafico
del receptor hacia la membrana plasmatica, habiéndose descrito en la literatura
diferentes ejemplos de este fenomeno con varios GPCRs: el receptor D; de dopamina
(Bermak y col., 2001) o el receptor P,-adrenérgico (Salahpour y col., 2004), los

cuales llevaban fusionada al extremo carboxi-terminal alguna proteina fluorescente
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para seguir la expresion del receptor en estudios de localizacién subcelular. El
receptor 5-HT,4 posee en esa region un dominio FNKTYRSAF con cierta homologia
con el dominio anteriormente descrito, por lo que hipotetizamos que podria ejercer
esa funcion de sefial de salida del RE. Los aminoécidos subrayados en esta secuencia
del receptor 5-HT,, se mutaron a alanina mediante mutagénesis dirigida por técnicas
de PCR, generandose una construccion del receptor mutado con la proteina YFP
fusionada al extremo carboxi-terminal, designada en este trabajo como pcDNA3-
FLAG-5-HT,5-AxxxAxxxA-YFP, cuya localizacion subcelular fue evaluada por

microscopia confocal.

A) pcDNA3-FLAG-5-HT22-AxxxAxxxA-YFP: esta construccion se generd a
partir del ADNc FLAG-5-HT>a, y se introdujeron las siguientes mutaciones
por PCR:

v 1) Fenilalanina (Phe7.57) a alanina en la posicion de nucledtidos
1171-1173 (TTC ->GCC) en la hélice transmembrana VII del
receptor.

v" 2) Tirosina (Tyr7.61) a alanina en la posicion de nucledtidos 1183-
1185 (TAT>GCT) en la region carboxi-terminal del receptor.

v" 3) Fenilalanina (Phe7.65) a alanina en la posicion de nucledtidos

1195-1197 (TTT > GCC) en la region carboxi-terminal del receptor.

Para ello se hicieron dos reacciones intermedias y una total con la siguiente

distribucion de los cebadores durante el proceso:

v Intermedia 1: forward (5'-AAA AAA AAA GGA TCC ATG GAC
TAC AAG GAC GAC GAT GAT AAG ATT CTT TGT GAA GAA
AAT ACT TC) y reverse (5'- CTG AAT ATA CCG TGA AGC GGC
TGA CCT AGC GGT CTT GTT GGC CAG TGT GTA GAC)

v’ Intermedia 2: forward (5'- CTA GTC TAC ACA CTG GCC AAC
AAG ACC GCT AGG TCA GCC GCT TCA CGG TAT ATT O) y
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reverse (5-AAA AAA AAA TCT AGA TCA CAC ACA GCT CAC
CTT TTC)

v Total: forward (5-AAA AAA AAA GGA TCC ATG GAC TAC
AAG GAC GAC GAT GAT AAG ATT CTT TGT GAA GAA AAT
ACT TC) y reverse (5-AAA AAA AAA TCT AGA TCA CAC ACA
GCT CAC CTT TTC)

El producto de PCR se cortd con enzimas de restriccion y se insertd en la
construccion pcDNA3-5-HT,4-S159R-YFP ya existente en el laboratorio, de
la siguiente forma: FLAG-5-HT-AxxxAxxxA (BamHI y EcoRI) y
pcDNA3-5-HT,4-S159R-YFP (BamHI y EcoRI).
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I1. Lineas celulares y medios de cultivo empleados en

ensayos con receptores 5S-HT,, mutados

El cultivo celular es un proceso mediante el cual células, ya sean procariotas
o eucariotas, pueden cultivarse bajo condiciones controladas. En la préctica el
término "cultivo celular" se usa normalmente en referencia al cultivo de células
aisladas de eucariotas pluricelulares, en particular células animales. Las razones para
elegir una linea celular particular en lugar de otra son multiples, desde la naturaleza
de los receptores enddgenos, proteinas o vias de sefializacion, hasta consideraciones
practicas y econdmicas, primando ciertos criterios a la hora de decidir, como por
ejemplo, la eficacia de la expresion heterdloga de proteinas de interés por la célula, el
tamafo adecuado para la manipulacion, la tasa de division apropiada, la
susceptibilidad a manipulaciones bioquimicas o inmunocitoquimicas, entre otros

(Thomas y Smart, 2005).

Para este trabajo se emplearon varias lineas celulares, tanto parentales como
expresando de forma estable el receptor 5-HT,a de serotonina nativo o los diferentes
receptores mutados, como reactivo bioldgico para abordar las diferentes
aproximaciones experimentales recogidas a lo largo del manuscrito. Para ello se
cultivaron y mantuvieron las lineas celulares a una temperatura y mezcla de gases
(habitualmente, 37°C, 5% CO, y 95% de humedad relativa) apropiadas en un
incubador, empleando los correspondientes medios de cultivos suplementados para

su correcto crecimiento:

» Linea celular parental CHO-K1: medio de cultivo DMEM/F-12
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham)
(Invitrogen) + Glutamax "™ 1 (Invitrogen) con 10% de FBS (Fetal Bovine
Serum) no dializado (Sigma-Aldrich) y 100 U/ml penicilina/0.1 mg/ml
estreptomicina (Sigma-Aldrich) (“medio de crecimiento completo CHO-K1”).
Se trata de una linea celular de tipo epitelial de ovario de hdmster chino
(Chinese Hamster Ovary, CHO), muy empleada con cultivos en monocapa,

usada de rutina para estudios genéticos, analisis de toxicidad, nutricién y
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expresion de genes, en particular para expresar proteinas recombinantes.
Dado que las células CHO proporcionan un proceso de glicosilacion estable y
preciso, ofrecen un producto postraduccional modificado y por lo tanto una
mayor precision en la interpretacion in vitro de la proteina natural. En este
trabajo se empled en diferentes aproximaciones experimentales como punto
de partida para la creacion de otras lineas expresando diferentes receptores
mutados mediante transfecciones transitorias y/o estables. Esta linea se
obtuvo de forma comercial a través de DMSZ (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

Linea celular estable CHO-5-HT,;A-WT: medio de cultivo DMEM/F-12 +
Glutamax ™1 con 10% de FBS no dializado, 100 U/ml penicilina/0.1 mg/ml
estreptomicina y un antibidtico de seleccion: higromicina B a concentracion
300 pg/ml. Esta linea fue cedida por el grupo de investigacion del doctor
William P. Clarke en la Universidad de Texas (USA), empleada por nuestro

grupo de investigacion en publicaciones recientes (Brea y col., 2009).

Lineas celulares estables CHO-5-HT,;5-S159R-YFP; CHO-5-HT;,-
D155A-YFP: medio de cultivo DMEM/F-12 + Glutamax "™ I con 10% de
FBS no dializado, 100 U/ml penicilina/0.1 mg/ml estreptomicina y un
antibiotico de seleccion: geneticina G-418 (Gibco) a concentracion 200
pug/ml. Ambas lineas celulares se generaron durante el desarrollo de esta tesis
por transfeccion estable y posterior seleccion del pool celular especifico
gracias al cribado por citometria de flujo en base a la fluorescencia de la

proteina YFP.

Linea celular parental HEK293: medio de cultivo MEM (Minimum
Essential Medium) (Sigma-Aldrich) con 10% de FBS no dializado, 100 U/ml
penicilina/0.1 mg/ml estreptomicina, 1x aminoacidos no esenciales (Sigma-
Aldrich) y 1 mM piruvato sodico (Sigma-Aldrich) (“medio de crecimiento
completo HEK293”). Esta linea celular proviene de células embrionarias de

rindén humano (Human Embryonic Kidney, HEK) y ofrece una gran facilidad
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de trabajo y unos resultados 6ptimos de transfeccion, siendo empleada como
linea de referencia en numerosos estudios de biologia celular. Esta linea se
obtuvo de forma comercial a través de ATCC (American Type Culture

Collection).
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II1. Transfecciones para ensayos con receptores S-HT,,

nativos y mutantes

La transfeccion es una técnica empleada para introducir fragmentos de ADN
foraneo en células de mamiferos, en muchos casos, material genético modificado
(ADN recombinante), con genes de seleccion de resistencia a antibidticos, que
codifica para proteinas con funcion terapéutica o genes necesarios para restaurar una
deficiencia génica. La introduccidon correcta del ADN recombinante en las células
permitira la produccion de la proteina de interés. Se han desarrollado muchos
métodos de transfeccion en los ultimos afios, cada uno de ellos empleando diferentes
aproximaciones experimentales que deben ser consideradas dependiendo del tipo
celular y el propdsito final del ensayo. El método ideal en una determinada linea
celular debe tener una alta eficiencia de transfeccion, una baja toxicidad, efectos
minimos sobre la fisiologia normal, ser facil de usar y reproducible (Kim y

Eberwine, 2010).

A continuacion se especifican los métodos de transfeccion empleados para los
distintos objetivos recogidos a lo largo de este trabajo, diferenciando claramente dos
apartados: uno de ellos centrado en diferentes métodos de transfecciones transitorias
con las diferentes lineas celulares que se describen a continuacion y el otro, recogido
en el apartado IV, centrado en la generacion de lineas celulares estables expresando
diferentes receptores 5-HT,4 mutados, para lo que se empled un método de

transfeccion comercial.
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i. Método del precipitado de fosfato calcico

Uno de los métodos empleados, tanto para la preparacion de homogenados de
membranas de células transfectadas transitoriamente para ensayos de unién de
radioligandos como para ensayos funcionales de medida de hidrdlisis de inositoles
fosfato y liberacion de acido araquiddnico, fue el del precipitado de fosfato célcico,
modificado para su optimizacion (Jordan y Wurm, 2004), empleando para ello la
linea celular CHO-K1. El disefio experimental y el protocolo detallado empleando

placas de cultivo celular de tamafio 100 x 15 mm fue:

Dia 0 (siembra v transfeccion):

» La linea celular CHO-K1 en crecimiento exponencial se sembro en placas de
cultivo celular de tamafio 100 x 15 mm en 10 ml de medio DMEM/F-12 con
2% de FBS dializado y 100 U/ml penicilina/0.1 mg/ml estreptomicina.
(“medio 2% dializado”), aproximadamente al 60% de confluencia. Las
células se mantuvieron en el incubador hasta el momento de la transfeccion

(3 horas maés tarde).

> Al cabo de 3 horas, cuando las células se encontraban suficientemente
adheridas a la placa, se llevo a cabo la transfeccion. Para ello, se prepard una
mezcla de transfeccion mezclando una cantidad determinada (en general 10
pg de ADNc del receptor a estudio/placa) en 450 pl de agua estéril
atemperada a temperatura ambiente (T?A). A esta mezcla se le afiadieron 50
ul de 2.5M CaCl, estéril (T*A) y, por ultimo, 500 pl de tampon HEPES 2x
(140 mM NaCl, 1.5 mM Na,HPO4, 50 mM HEPES, pH 7.05, filtrado estéril)
previamente calentado a 37°C. Esta mezcla se incub6 1 minuto a 37°C en
base a los resultados obtenidos de optimizacion del protocolo. Tras el periodo
de incubacion, la mezcla de transfeccion (1 ml/placa) se afiadié gota a gota

sobre el medio de cultivo que contenian las placas.
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» Al cabo de 4 horas post-transfeccion y para aumentar la eficiencia de la
misma, se sometio a las células a un shock con glicerol. Para ello, se aspiro el
medio contenido en las placas y se les afiadieron 5 ml de 10% glicerol en PBS
(tampon fosfato salino) 1x (preparado a partir de un stock de PBS 10x de
composicion: 137 mM NaCl, 2 mM KH,;PO4, 10 mM Na,HPO4 y 2.7 mM
KCl) manteniendo las células en contacto con la mezcla durante 1 minuto.
Una vez transcurrido ese tiempo, se afiadieron rapidamente 5 ml de medio 2%
dializado aspirando todo el contenido de la placa, se lavaron las placas 2
veces con 10 ml de PBS 1x y, por ultimo, se afiadieron 10 ml de medio 2%

dializado dejando las placas en el incubador hasta el siguiente paso.

Dia 1 (parada de la transfeccion):

» En este dia, a primera hora de la manana, se procedié al proceso de parada de
la transfeccion. Para ello se aspir6 el medio de las placas, se lavaron dos
veces con PBS 1x atemperado y se afiadi6 medio DMEM/F-12 con FBS
dializado al 2 % sin antibiotico. En el caso de los experimentos funcionales
de medida de hidrolisis de IPs y/o liberacion de AA se llevo a cabo un
protocolo detallado para analizar estas vias de sefializacion a partir de este
paso, mientras que si la finalidad del experimento era obtener células
transfectadas para la obtencion de homogenados de membranas, se dejaron en

el incubador hasta el dia siguiente.

Dia 2 (dia del experimento):

» En este dia (48 horas post-transfeccion) se llevaron a cabo los ensayos, tanto
si la finalidad de la transfeccion era preparar homogenados de membranas
expresando los receptores a estudio o llevar a cabo ensayos funcionales para

medir IPs y/o AA.
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ii. Método comercial: Lipofectamine L' TX

Otro método empleado, en este caso para la mayor parte de los ensayos de
unidn de radioligandos para estudiar union especifica en los que se caracterizaron los
distintos receptores 5-HT,5 mutados para este trabajo, fue el del método comercial
Lipofectamine LTX (/nvitrogen), llevado a cabo en CHO-K1, linea celular en la cual
segiin las recomendaciones de la casa comercial presenta una Optima eficacia de
transfeccion. El disefio experimental y el protocolo detallado empleando placas de

cultivo de tamano 150 x 25 mm fue:

Dia 0 (siembra y transfeccion):

» La linea celular CHO-K1 en crecimiento exponencial se sembro en placas de
cultivo de tamafio 150 x 25 mm en 20 ml de medio de crecimiento completo
CHO-K1, aproximadamente al 60% de confluencia. Las células se
mantuvieron en el incubador hasta el momento de la transfeccion (3-5 horas

mas tarde).

> Al cabo de 3-5 horas, cuando las células se encontraban suficientemente
adheridas a la placa, se llevo a cabo la transfeccion. Para ello, se prepard una
mezcla de transfeccion mezclando una cantidad determinada (en general 20
png ADNec del receptor a estudio/placa). Siguiendo el protocolo comercial se
anadié el ADNc en 2.6 ml de Optimem ®q (Gibco) atemperado. A esta
mezcla se le anadieron 12.5 pl de Plus Reagent (componente del kit), se
agitaron con un vortex unos segundos y se incubaron 5 minutos a T*°A. A
continuacion, se afiadieron 50 pl de Lipofectamine LTX Reagent
(componente del kit), agitdndose en vortex unos segundos e incubando 30
minutos a T°A. Durante esta incubacion se cambid el medio a la placa por
medio DMEM/F-12 con FBS dializado al 10% sin antibiético, afiadiendo 15
ml por placa. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, la mezcla de
transfeccion (2.6 ml/placa) se afiadio gota a gota sobre el medio que

contenian las placas.
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Dia 1 (parada de la transfeccion):

Con la finalidad de parar la transfeccion, el medio de las placas conteniendo
la mezcla de transfeccion se cambid a primera hora de la mafiana por medio

DMEM/F-12 con FBS dializado al 10% sin antibidtico (20 ml por placa).

Dia 2 (dia del experimento):

Las células transfectadas permanecieron en el incubador (condiciones: 37°C,
5% CO, y 95% de humedad relativa) hasta este dia, en el que se procedi6 a la
obtenciéon de homogenados de membranas expresando transitoriamente los

diferentes receptores 5-HT4, tanto nativo como mutados.
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iii. Método comercial: Effectene

Para llevar a cabo los ensayos analizados por microscopia confocal de
fluorescencia e inmunofluorescencia, los ensayos de cuantificacion de la expresion
de receptores en membrana cell surface ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) y en paralelo, los ensayos de union de radioligandos en los que se co-expresan
varios receptores para evaluar su efecto cooperativo, se llevaron a cabo
transfecciones transitorias en la linea HEK293 siguiendo el método comercial de
Effectene (Qiagen). El disefio experimental y el protocolo detallado empleando

placas de cultivo de tamafio 150 x 25 mm fue:

Dia 0 (siembra de células):

» Se sembro la linea celular HEK293 en placas de cultivo de tamaifio 150 x 25
mm en medio de crecimiento completo HEK293, aproximadamente al 60%

de confluencia. Las células se dejaron en el incubador hasta el dia siguiente.

Dia 1 (transfeccién):

» Cuando las células estaban adheridas se llevoé a cabo la transfeccion con
Effectene, siguiendo el protocolo comercial pero escalando las cantidades
tanto de ADNc como de reactivos, adecuédndolo a las proporciones de la
siembra. Para ello, las reacciones por placa fueron: 200 pl de EC buffer
(componente del kit comercial) + 3 pg de ADNc de interés, que se mezclaron
en un tubo autoclavado, a continuacion se afadieron 10.2 pl de Enhancer
atemperado (proporcionado por el kit comercial), agitindolo con un vortex
unos segundos y esperando 5 minutos a T°A. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion se afiadieron 28 pl del reactivo Effectene (proporcionado por el
kit comercial), se agitaron con un voértex unos segundos y se esperaron 10
minutos a T?A. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadieron
1200 pl de medio de cultivo MEM con FBS dializado al 10% sin antibi6ticos,

y se echaron gota a gota sobre las placas, a las que se le cambid en este
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tiempo el medio por el mismo medio afiadido a la mezcla de transfeccion (18

ml), y se dejaron hasta el dia siguiente en el incubador.

Dia 2 (parada de la transfeccion y/o plaqueo):

Este dia, a primera hora de la mafiana, se procedi6 al proceso de parada de la
transfeccion. Para ello se aspird el medio de las placas, se lavaron dos veces
con PBS 1x atemperado y se afiadié medio con FBS dializado al 10 % con
antibiotico, en el caso de las aproximaciones experimentales destinadas a la

preparacion de homogenados de membranas.

En el caso de los experimentos de medida de la expresion de receptores en
membrana (cell surface ELISA) o los experimentos de fluorescencia e
inmunofluorescencia analizados por microscopia confocal, se llevo a cabo la
siembra segun los protocolos recogidos detalladamente en el apartado

correspondiente de descripcion de dichas técnicas.

Dia 3 (dia del experimento):

En este dia (48 horas post-transfeccion) se llevaron a cabo tanto la obtencion
de homogenados de membranas expresando los receptores a estudio, como
los experimentos de medida de la expresion de receptores en membrana (cell
surface ELISA) o de fluorescencia e inmunofluorescencia analizados por

microscopia confocal, segtn la finalidad de la transfeccion en cada caso.
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IV. Generacion de lineas celulares estables

De cara a abordar experimentalmente el presente trabajo, en parte de los
ensayos de union de radioligandos o funcionales llevados a cabo se emplearon lineas
estables expresando el receptor 5-HT;o-WT de serotonina nativo (linea CHO-5-
HT,4-WT, disponible en el laboratorio), o bien los receptores mutados 5-HTx-
S159R-YFP y 5-HT,2-D155A-YFP. Estas dos ultimas lineas celulares se generaron
especificamente en este trabajo, mediante transfeccion estable de células CHO-K1
con un reactivo comercial, Lipofectamine "™ 2000 (Invitrogen), siguiendo el

protocolo especificado a continuacion:

Dia 0 (siembra vy transfeccion):

» Se sembraron células CHO-K1 en una placa de cultivo de tamafno de 100 x 20
mm, las cuales fueron transfectadas con las construcciones pcDNA3-5-HT4-
S159R-YFP 0 bien, pcDNA3-5-HT,4-D155A-YFP, empleando
Lipofectamine '™ 2000 y siguiendo el protocolo recomendado
comercialmente. Para ello, se prepararon las siguientes mezclas en dos tubos
autoclavados, 1 y 2: 1) 2,5 ng de cada ADNc en 100 pl de medio DMEM/F-
12 sin FBS ni antibidticos, y 2) 8 ul de Lipofectamine ™ 2000 en 100 pl de
medio DMEM/F-12 sin FBS ni antibioticos. Estas mezclas se incubaron 5
minutos a T°A y a continuaciéon se mezcld el contenido de ambos tubos,
incubandolo 20 minutos a mayores a T*A. Por ultimo, se echd gota a gota la
mezcla de transfeccion en la placa, a la que previamente habiamos cambiado
el medio por medio de crecimiento DMEM/F-12 con FBS dializado al 10%

sin antibiotico.

Dia 1 (parada de la transfeccion):

» En este dia se par¢ la transfeccion, lavando con PBS 1x 2 veces y afiadiendo

un medio DMEM/F-12 con FBS dializado al 10% con antibidticos (100 U/ml
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penicilina/0.1 mg/ml estreptomicina) y antibidtico de seleccion, en este caso,

geneticina G-418 a concentracion 400 pg/ml.

Dia 2 en adelante (periodo de seleccidon vy aislamiento por citometria de

Las células asi transfectadas se mantuvieron en seleccion por un periodo de al
menos 15 dias, tras los cuales, se crecieron en un medio de crecimiento igual
al de seleccion previamente descrito pero con menor concentracion (200

ug/ml) del antibidtico de seleccion geneticina G-418.

Las células asi crecidas fueron seleccionadas en un citoémetro de flujo de tipo
“sorter” (Servicio de Neurologia. Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago de Compostela) de cara a separar una poblacion pura de células
expresando los receptores. Para ello, se hizo uso de la fluorescencia de la
proteina YFP fusionada a cada receptor, que sirvi6 como marcador de
expresion de los receptores. La alta especificidad y sensibilidad de la técnica
nos permitié recuperar la poblacion celular de interés en una muestra donde
habia otras poblaciones celulares con niveles de expresion no detectables. Las
lineas celulares seleccionadas en el citometro de flujo se expandieron para la
conservacion de stocks y para la realizacion de ensayos de union de

radioligandos y de medidas de segundos mensajeros.

La seleccion de las lineas celulares estables generadas en base a las

caracteristicas de fluorescencia de las células mediante citometria de flujo nos

permitio separar en cada caso una poblacion de células expresando los receptores S-

HT,A-S159R-YFP (Fig. 36) o 5-HT»2-D155A-YFP (Fig. 37), ambos marcados con

la proteina YFP. Células que no mostraron caracteristicas fluorescentes claramente

diferenciables de la linea celular parental no transfectada CHO-K1 en el canal de

fluoresceina (fluor6éforo de espectro de absorcidon y emision relativamente similar al

de la YFP) (Fig. 35) fueron desechadas haciendo prevalecer criterios de pureza de la

poblacion seleccionada frente a criterios de rendimiento.
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Fig. 35.- Caracteristicas de fluorescencia de la linea celular parental no transfectada CHO-
K1 analizada por citometria de flujo, de cara a fijar pardmetros control para la seleccion de
células CHO-K1 transfectadas con receptores 5-HT,4 fusionados a YFP. FITC-A: fluoresceina

(isotiocianato).
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Fig. 36.- Caracteristicas de fluorescencia de la linea celular estable CHO-5-HT,,-S159R-YFP
analizada por citometria de flujo, donde se sefiala la poblacion de células seleccionadas en base a

criterios de pureza, designadas aqui como “positivas”. FITC-A: fluoresceina (isotiocianato).
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Fig. 37.- Caracteristicas de fluorescencia de la linea celular estable CHO-5-HT,,-D155A-YFP

analizada por citometria de flujo, donde se sefiala la poblacion de células seleccionadas en base a

criterios de pureza, designadas aqui como “positivas”. FITC-A: fluoresceina (isotiocianato).
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V. Ensayos de union de radioligandos

Las técnicas de union de radioligandos a receptores constituyen una
herramienta para el estudio farmacologico del receptor, permitiendo tanto el
establecimiento de las caracteristicas intrinsecas del mismo como la determinacion
de la afinidad y selectividad que el radioligando u otros ligandos tienen por el
receptor a estudio, siendo de gran interés en el desarrollo de nuevos farmacos. Estos
ensayos no son mas que reacciones quimicas reversibles que tienen lugar entre un
ligando marcado radioactivamente (neurotransmisores, hormonas, firmacos, etc.,...)
y un receptor o lugar especifico de union procedente de un tejido u otro reactivo

biologico, en un medio determinado.

En este tipo de ensayos, existe la particularidad de que el radioligando que ha
conseguido unirse al receptor es facilmente detectable gracias a la técnica del contaje
mediante centelleo liquido. El marcaje con un radioisétopo no suele variar las
caracteristicas fisicoquimicas del ligando. Por lo tanto, se debera disponer, por un
lado, de un radioligando adecuado y con la suficiente selectividad (capacidad de
discriminacion frente a otros receptores y subtipos del mismo) y afinidad. Y por otro,
se necesitard una fuente de receptor, que puede ser una suspension de tejido
homogeneizado, mas o menos purificada, en la que se hallara el receptor. La reaccion
tiene lugar en un medio en el que se han fijado previamente parametros como la
concentracion de radioligando y proteina, pH, temperatura o concentracion de iones,
entre otros. Todos estos factores pueden influenciar en gran medida la unién del

radioligando al receptor a estudio.

Para este trabajo se llevo a cabo la preparacion de diversos homogenados de
membranas de células expresando receptores 5-HT,a, tanto de manera transitoria
como estable y para distintas construcciones por separado o asociaciones de varias,
para posteriormente determinar mediante ensayos de union de radioligandos, la unién

especifica de radioligandos a dichos receptores.
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i. Preparacion de membranas en lineas celulares expresando

transitoria o establemente receptores S-HT,, de serotonina

Para evaluar la capacidad de union de ligandos de los diferentes receptores de
interés, se llevaron a cabo ensayos de union de radioligandos en homogenados de
membranas de lineas celulares CHO-K1 o HEK293 expresando de manera estable o

transitoria los correspondientes receptores 5-HT;4.

Las membranas se prepararon a partir de células CHO-K1 o HEK293
expresando los receptores de interés de manera estable o transitoria, sembradas en
placas de cultivo de tamafno 150 x 25 mm. En los casos necesarios (es decir, cuando
las células se encontraban en medios de cultivo conteniendo FBS no dializado), el
dia anterior a la preparacion de membranas se cambid el medio de cultivo de las
placas por medio de igual composiciéon pero preparado con FBS dializado y sin

antiobiodtico de seleccion.

Para la preparacion de las membranas, tras retirar el medio de cultivo, las
placas se lavaron con 10 ml de PBS a 4°C y las células se recuperaron en tampén de
homogeneizacion (5 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7.4) a 4°C, con ayuda de un
raspador de células. La suspension de células se homogeneiz6 2 veces durante 30
segundos con un politron PT 10-35GT a 30,000 rpm, en hielo. El homogenado se
centrifugd a 1,090 x g durante 10 minutos a 4°C para eliminar restos celulares. Este
sobrenadante se recogio y se centrifugd a 48,400 x g durante 1 hora a 4°C. El
sobrenadante de esta centrifugacion se volco y se resuspendid el pellet en buffer B
(50 mM Tris, pH 7.4). Las preparaciones de membranas asi obtenidas se conservaron
alicuotadas a -80°C hasta su uso. La determinacion de la concentracion de proteina
total en las preparaciones de membrana se llevd a cabo por triplicado empleando el
método de Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad)), usando
una curva patrén de albumina sérica bovina (BSA). La absorbancia de la reaccion
colorimétrica se determind a 595 nm en un espectrofotometro Ultrospec 4000

UV/Visible Spectrophotometer (Pharmacia Biotech).
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ii. Ensayos de union de radioligandos en membranas expresando

receptores S-HT,,: determinacion de union especifica

La evaluacion de la capacidad de los distintos receptores 5-HT»4 de unir
ligandos especificos se evalué mediante ensayos de union de radioligandos. Estos
ensayos se llevaron a cabo en preparaciones de membranas obtenidas segin se ha
descrito anteriormente, determindndose la union especifica en tubos conteniendo
distintas cantidades de proteina, usando como radioligando [*H]-ketanserina (67
Ci/mmol, Perkin Elmer) a una concentracion de 0,1 nM 6 1 nM, en ausencia y
presencia de un ligando no marcado (10 uM metisergida) para la determinacion de la
unidn no especifica. Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado o triplicado en un
volumen final de 1 ml, en tampo6n de incubacion (50 mM Tris, pH 7.5). Todos los
tubos se incubaron a 37°C durante 30 minutos; posteriormente se pasaron a hielo y se
filtraron rédpidamente en un aparato Harvester a través de filtros GF/C Whatman
(Invitrogen) tratados con una solucion al 0.5% de polietileneimina. Los filtros se
lavaron 3 veces con 3 ml de tampén de lavado (50 mM Tris, pH 6.6) a 4°C y la
radioactividad presente en ellos se contd en un contador beta Beckman LS6000LL,
anadiendo a cada vial 4 ml de liquido de centelleo LSC Universol (/CN, Biolink

2000). Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 4.0.
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VI. Ensayos funcionales en células expresando receptores 5-
HT),A: medida de hidrolisis de inositoles fosfato y liberacion

de acido araquidonico

Los ensayos funcionales se pueden definir como experimentos en células
vivas, disefiados para determinar la participacion de cada proteina en una via celular
particular o proceso biologico. Este enfoque proporciona tanto las primeras pistas
sobre la funcion celular de las proteinas individuales como un método para clasificar
el proteoma en grupos funcionalmente relacionados. El producto final para
cuantificar este tipo de ensayos en nuestro caso son los segundos mensajeros,
moléculas que transmiten sefiales de receptores situados en la superficie celular en
respuesta a un cierto estimulo. Estos mensajeros son un componente fundamental de
las cascadas de sefalizacion celular, amplificando considerablemente la intensidad

de la sefial evocada por el estimulo.

A pesar de que cada sistema involucra unas moléculas y efectores especificos,
el mecanismo general de los diferentes sistemas de segundos mensajeros modulados
por GPCRs segtn el paradigma clasico aceptado seria parecido en conjunto. En todos
los casos, un ligando se une a un receptor situado en la membrana plasmatica. La
unién del ligando al receptor cambia la conformacion del receptor y hace que se
exponga un sitio de unidon para una proteina G, conocida como el "transductor".
Cuando la proteina G se une al receptor, se produce el intercambio de una molécula
de GDP en la subunidad a por una molécula de GTP, lo que provoca la disociacion
de la misma del dimero formado por las subunidades B y y. La subunidad o asi
activada (o el dimero By liberado) eventualmente interaccionan con otra proteina que
constituye un efector primario, modulando su actividad, lo cual provoca una sefial
que puede difundir dentro de la célula. Esta sefal es el previamente denominado
"segundo mensajero", ya que el ligando seria el primer mensajero. El mensajero
secundario puede entonces activar un "efector secundario" cuyos efectos dependen

del sistema de mensajero secundario particular.
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El receptor 5-HT;,5 se caracteriza principalmente por su acoplamiento a la
proteina heterotrimérica transductora Gg. Tras la estimulacion del receptor por un
determinado agonista, las subunidades Gog y GPy se disociarian para modular
diferentes rutas efectoras. Gog estimula la actividad de PLC-B, una enzima que
participa en procesos de transduccion de sefiales, cuyo papel es de especial
importancia en el metabolismo del fosfolipido de membrana 1-fosfatidil-1D-mio-
inositol 4,5-bifosfato (PIP,) y en la activacion de vias de sefalizacion celular Ca™-
dependientes. La PLC- cataliza la hidrolisis de PIP,, lo que conduce a la formacion
de dos productos: DAG e IP;. Este ultimo, difunde hacia el citosol y provoca un
aumento del Ca™ intracelular proveniente del reticulo endoplasmatico, ejerciendo
efectos importantes tales como la fosforilacion de diversas proteinas y regulacion de
la expresion génica. Parte del IP; es fosforilado mediante la IP; cinasa (IP;K) para
formar inositol 1,3,4,5-tetraquisfosfato (IP4), responsable de un mayor aumento
intracelular de Caﬂ, en este caso, proveniente del medio extracelular. En el caso del
DAG, este mediador queda retenido en la membrana plasmatica (debido a su
naturaleza hidrofébica), donde funciona como un activador fisiolégico de la proteina
cinasa C (PKC). El LiCl es capaz de bloquear el ciclo de los inositoles fosfato,
aumentando la cantidad de inositoles acumulados al inhibir la accion de la inositol-1-
fosfatasa sobre ellos, a consecuencia de lo que se acumulan IP; e IP4 (Berridge y col.,
1982) (Fig. 38). Por lo tanto, para medir la activacion de PLC-B por parte del
receptor 5-HT»,4, uno de los parametros que cuantificaremos en el presente trabajo es
la formacion de inositoles fosfato (IPs) mas en concreto, IP; e IP4, en experimentos

en presencia de LiCl.

Una segunda molécula de interés para el caso de la sefializacion mediada por
receptores 5-HT7a, que mediremos simultaneamente en este trabajo junto con los IPs,
es el &cido araquiddénico (AA), que en las células puede resultar de la accion de la
enzima fosfolipasa A, (PLA,) activada por la proteina Ga;; (a la que se acopla el
receptor 5-HT,,) (Felder y col., 1990), entre otras vias. El AA es un precursor en la
formacion de eicosanoides, que participan en funciones importantes del organismo,

como procesos inflamatorios e inmunoldgicos, y sirven como mensajeros en el SNC.
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La publicacion hace aios (Berg y col., 1998) de una técnica que permitia la
medida simultinea de ambas vias efectoras en un mismo experimento en células
CHO transfectadas con los receptores 5-HT,o y 5-HT,c humanos, y su puesta a
punto en nuestro grupo de investigacidon, nos permitié estudiar la activacion de
dichas cascadas efectoras en paralelo, en experimentos en los que la liberacion de
AA se determiné a partir de muestras del medio extracelular y la formacion de IPs se
evalu6 mediante cromatografia de intercambio ionico. Estos ensayos se llevaron a
cabo en células transfectadas transitoria o establemente con los receptores 5S-HT,4 de
interés en cada aproximacion experimental. En algunos ensayos se evaluo
unicamente la hidrolisis de [Ps mediada por los receptores a estudio, mientras que en
otros experimentos se evaluaron simultdneamente y en los mismos pocillos ambas

rutas de senalizacion del receptor.

Dia previo al experimento (24 horas post-transfeccion):

» Las células transfectadas, o las diferentes lineas celulares expresando
establemente el receptor 5-HT,s nativo o receptores mutados fueron
plaqueadas a primera hora en placas multipocillo de 6 pocillos, en 4 ml de
medio de cultivo DMEM/F-12 con FBS dializado al 2% sin antibiotico. Al
cabo de unas 3-5 horas y una vez que las células se encontraban
suficientemente adheridas a la placa, se aspird el medio de los pocillos y se
procedid al marcaje radiactivo de los precursores de IPs de las mismas
afiadiendo 2 ml de medio de marcaje de IPs (DMEM/F-12 con 1% de FBS
dializado, sin antibiético, conteniendo 1uCi/ml de [*H]-myoinositol (15-20
Ci/mmol, Perkin Elmer)). Las células se dejaron en el incubador hasta el dia
siguiente, en el cual se llevd a cabo el experimento (18-24 horas post-

marcaje).

Dia del experimento (48 horas post-transfeccion):

» Se sacaron las células del incubador y se volco el contenido de los pocillos

(medio de marcaje de IPs) en un contenedor especifico para liquidos
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radiactivos, retirando el [*H]-myoinositol que no fue incorporado a la
membrana celular para convertirse consecuentemente en sustrato de la
enzima PLC-. Tras esto, se lavaron los pocillos 2 veces con PBS atemperado
y se procedié al marcaje de AA afiadiendo 2 ml por pocillo de medio de
marcaje de AA (DMEM/F-12 sin FBS, con 100 U/ml penicilina/0.1 mg/ml
estreptomicina, conteniendo 0.1 pCi/ml de [*H]-Arachidonic Acid (200-240
Ci/mmol, Perkin Elmer)), utilizando un medio sin FBS para evitar la union
del AA radiactivo a las proteinas del suero, lo que impediria su entrada en la
célula. Las células se mantuvieron en el incubador durante 4-6 horas

adicionales.

Tras ese tiempo, se recuperaron las placas del incubador y se volcod el
contenido de los pocillos (medio de marcaje de AA) en un contenedor
especifico para liquidos radiactivos. Los pocillos se lavaron 3 veces con 2 ml
de tampon de lavado del experimento (HBSS (Hanks’ Balanced Salt
Solution) (Gibco) suplementado con 20 mM HEPES y 0.1% BSA libre de
acidos grasos (Sigma-Aldrich), pH 7.55), incubando las placas con este

tampon a 37°C durante 5 minutos en agitacion suave en cada lavado.

Tras el tercer lavado, se anadi6 a cada pocillo 1 ml de tampo6n de incubacion
del experimento (HBSS suplementado con 20 mM HEPES, 0.1% BSA libre
de acidos grasos y 20 mM LiCl, pH 7.55), en ausencia (basal) o presencia de
ligandos (serotonina, carbacol) a las concentraciones indicadas, incubando las

células durante 20 minutos a 37°C con agitacion suave.

Una vez transcurrido este tiempo de incubacion, se procedio a determinar el
AA liberado al sobrenadante celular por las células tras su estimulacién con
agonistas, aprovechando la capacidad de la albiimina sérica bovina libre de
acidos grados presente en el tampon de incubacion de atrapar el AA liberado,
el cual atraviesa la membrana plasmatica por 6smosis. Para ello, se tomd una
alicuota del medio de incubacién (o sobrenadante celular) que se transfirio a

viales de centelleo para su contaje en un contador beta de centelleo liquido
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(Beckman LS-6000LL). Tras este paso y de cara a la cuantificacion de la
formacion de IPs, se vacio el resto del contenido de los pocillos y se afiadi6 a
cada uno 2 ml de acido féormico 10 mM. Inmediatamente se guardaron las
placas a 4°C durante 30 minutos. Durante este tiempo el 4dcido férmico rompe
las células y se produce la extraccion de los IPs marcados radiactivamente

que queremos medir (IP; e IP,).

Inositol 5-HT
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Fig. 38.- Accion del litio en el ciclo de inositoles fosfato. El litio incrementa la capacidad de diversos
agonistas de aumentar la cantidad de inositoles marcados al inhibir la accion de la inositol-1-fosfatasa

sobre ellos (Tomado de Berridge, 1982).

Separacidn de los IPs mediante cromatografia de intercambio i6nico en

columnas

» Transcurrida la media hora de extraccion a 4°C de los IPs marcados
radiactivamente (IP5 e IP4), se pasé el contenido de cada pocillo a columnas
de intercambio anidénico compuestas por resina AG1-X8 en forma de formato
(200-400 unidades de tamafio de poro, Bio-Rad), previamente preparadas y a
las que se les hizo pasar agua desionizada. Tras pasar las muestras por las

columnas, se procediod a su lavado y elucion segun el siguiente protocolo:

= Agua desionizada (5 ml/columna): se elimina asi de la

columna la fraccion de inositol libre marcado
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radiactivamente que no se incorpord a la membrana

celular.

Tampoén GPI (60 mM formato soédico, 5 mM boérax)
(10 ml/columna): se elimina asi la fraccion de
fosfoinositidos de membrana que no fueron
hidrolizados por la PLC-B, asi como el IP; e IP, del

ciclo de recambio de fosfoinositidos.

Tampén IP (1 M formato amonico, 0.1 M &cido
férmico) (5 ml/columna): en este paso se recogid el
eluido (IP; e IP4, fraccion indicadora de la estimulacion
de la PLC-p) en viales de centelleo con 10 ml de LSC
Universol, que se agitaron y se contaron en un
contador  Beckman  LS6000LL. Los  datos
posteriormente se analizaron con el software GraphPad

Prism version 4.0.

Tampon de almacenamiento (3 M formato amoénico,
0.1 M 4cido foérmico) (10 ml/columna): se eluye el
resto de fosfoinositidos que permanecen en la resina,
de modo que la resina queda regenerada en forma de

formato para un nuevo experimento.
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VII. Cuantificacion de receptores localizados en la

membrana plasmatica por la técnica de cell surface ELISA

Con la finalidad de cuantificar la expresion de receptores 5-HT,4 a nivel de
membrana plasmatica, en paralelo al procesamiento por imagen de experimentos de
fluorescencia e inmunofluorescencia empleando microscopia confocal, se llevd a
cabo una aproximacion experimental similar a la empleada en estudios recientes
(Hawtin y col., 2006; Canals y col., 2009). Estos estudios se llevaron a cabo con el
receptor FLAG-5-HT,5-WT de serotonina y el receptor mutado albergado en el
vector pCEP4 FLAG-5-HT,a-ER-trapped generado en este trabajo. En estos
experimentos se incluyo a mayores como control negativo el vector vacio (pcDNA3)
y como control positivo el receptor FLAG-PTHR, todos ellos transfectados de forma
transitoria en la linea celular HEK293. El protocolo experimental que se siguio fue el

siguiente:

Dia 0 (siembra de células):

» Se sembraron 600.000 células HEK293 en placas de cultivo de tamafio 60 x
15 mm con 4 ml medio de crecimiento completo HEK293. Las células se

dejaron en el incubador hasta el dia siguiente.

Dia 1 (transfeccion transitoria):

» Cuando las células estaban adheridas se llevo a cabo la transfeccion con
Effectene, siguiendo el protocolo comercial ya descrito pero escalando las
cantidades tanto de ADNc como de reactivos a las proporciones de la

siembra.

Dia 2 (plaqueo):

> Este dia se llevd a cabo la siembra de las células transfectadas el dia anterior

en placas de 96 pocillos half-area blancas pretratadas con poli-D-lisina
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(Costar), plaqueando 15.000 células por pocillo en un volumen de 100 ul de
medio MEM sin phenol red (Gibco) con 10% de FBS dializado, 1x
aminodcidos no esenciales, 100 U/ml penicilina/0.1 mg/ml estreptomicina, 1
mM piruvato sdédico y 2 mM L-Glutamina (Sigma-Aldrich). Las células se

dejaron en el incubador hasta el dia siguiente.

Dia 3 (dia del experimento):

El dia del experimento el medio de los pocillos fue aspirado, las células se
lavaron con PBS y se fijaron con 50 pl de paraformaldehido al 4% en PBS a
T?A durante 5 minutos con agitacion suave. Tras esto las células se lavaron 3
veces con PBS, antes de afadir 50 pl de solucion de bloqueo (PBS con 1%
BSA, 0.05 % Tween" 20) ¢ incubar a T*A durante 45 minutos con agitacion

suave.

La solucion de bloqueo fue aspirada y se afiadieron 50 pl del anticuerpo
primario (Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse, Sigma-
Aldrich) a dilucion 1:800 en PBS con 1% BSA, incubandose durante 1 hora a
T*A con agitacion suave. Tras llevar a cabo 3 lavados con PBS, se afiadio
solucion de PBS con 1% BSA durante 15 minutos a T°A con agitacion suave.
La soluciéon fue aspirada y se afiadieron 50 pl del anticuerpo secundario
(Sheep Anti-mouse IgG-horseradish Peroxidase, GE Healthcare) a dilucion
1:2000 en PBS con 1% BSA, incubandose durante 1 hora a T*A con agitacion

suave.

Tras la incubacion, se llevaron a cabo 4 lavados con PBS y se afiadieron 100
ul de Supersignal® ELISA femto-maximum sensitivity (Thermo Scientific),
midiendo la luminiscencia tras 5 minutos de incubacion a T*A, usando un
lector de placas Envision Multilabel Reader (Perkin Elmer) con las siguientes
condiciones: tiempo de lectura por pocillo: 1 segundo, y rango de medida:
400-700 nm. Los datos fueron analizados empleando el software GraphPad

Prism 4.0.
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VIII. Preparacion de muestras para microscopia confocal

Con la finalidad de estudiar la localizacion subcelular de los receptores a
estudio, obteniendo una resolucidon adecuada e imagenes de secciones Opticas en el
eje z, se empled para ello un microscopio laser con tecnologia confocal (Unidad de
Microscopia Electronica y Confocal, Red de Infraestructuras de Apoyo a la
Investigacion y al Desarrollo Tecnoldgico, USC). Esto permitia eliminar la
interferencia que produce la luz que llega de diferentes planos de todo el grosor de la
muestra que se observa, consiguiendo asi que el enfoque se realice sobre un {inico

plano.

Para abordar este objetivo, se examind por microscopia confocal la
localizacién subcelular tanto del receptor 5-HT,4 nativo como la de los receptores 5-
HT,4 mutados disefiados potencialmente deficientes en localizacion subcelular, bien
fusionados a la proteina YFP y analizados mediante microscopia de fluorescencia, o
bien mediante inmunofluorescencia haciendo uso del epitopo FLAG presente en los
receptores. Se emplearon para ello transfecciones transitorias en diferentes lineas

celulares (CHO-K1 y HEK293).
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i. Experimentos de microscopia de fluorescencia confocal

La localizacién subcelular del receptor 5-HT,4-YFP (construccion disponible
en el laboratorio) y la de los receptores mutados FLAG-5-HT,4-AxxxAxxxA-YFP y
FLAG-5-HT2A-W200A-YFP, ambos albergados en el vector pcDNA3 y generados a
lo largo de este trabajo, se examind por microscopia confocal. Para ello, todos los
receptores llevaban fusionados a su secuencia la proteina YFP y fueron transfectados
transitoriamente en lineas celulares (CHO-K1 y HEK293). El protocolo experimental

seguido para cada linea fue el siguiente:

Linea celular CHO-K1

Dia 0 (siembra vy transfeccion):

» Se trataron cubreobjetos de vidrio estériles con una solucion de 0,1 mg/ml
poli-D-lisina (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a T*A. Tras eso, se retiro la
solucién de poli-D-lisina y se lavaron los cubreobjetos con PBS antes de
proceder a sembrar 300.000 células sobre cada uno, en placas multipocillo de
6 pocillos. Cuando las células estaban adheridas (4-5 horas) se llevé a cabo la

™2000 siguiendo el protocolo descrito

transfeccion con Lipofectamine
anteriormente, empleando en este caso una construccion pcDNA3-5-HT4-
YFP disponible en el laboratorio y la construccion pcDNA3-FLAG-5-HT4-
AxxxAxxxA-YFP generada a lo largo de este trabajo. Las células
transfectadas se mantuvieron en el incubador en medio DMEM/F-12 con

10% de FBS dializado y sin antibioticos hasta el paso siguiente (fijacion).

Dia 2 (dia del experimento):

» Las placas conteniendo los cubreobjetos con las células fueron rapidamente
depositadas en hielo, el contenido de los pocillos fue volcado y las células
fueron fijadas con 2 ml/pocillo de paraformaldehido al 4% en PBS, por 10

minutos a T*A. Tras ese tiempo, se retiro el paraformaldehido y los pocillos
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se lavaron 3 veces con 4 ml de PBS. Los cubreobjetos se montaron
empleando como medio de montaje una solucion de 1,5% n-propil galato en
glicerol al 60% en PBS y se sellaron con laca de ufias para su andlisis

mediante microscopia confocal.

Linea celular HEK293

Dia 0 (siembra):

Tras tratar cubreobjetos con poli-D-lisina se procedid a sembrar la linea
celular HEK293 (300.000 células por pocillo) sobre ellos, en placas
multipocillo de 6 pocillos con medio de crecimiento completo HEK293,

dejandolas en el incubador hasta el dia siguiente.

Dia 1 (transfeccién):

Cuando las células estaban adheridas se llevo a cabo la transfeccion con
Effectene, siguiendo el protocolo comercial pero escalando las cantidades
tanto de ADNc como de reactivos a las proporciones de la siembra. Para esta
aproximacion se emplearon las construcciones pcDNA3-5-HT:s-YFP y

pcDNA3-FLAG-5-HT25-W200A-YFP.

Dia 2 (parada de la transfeccion):

El dia siguiente, a primera hora de la manana, se procedidé al proceso de
parada de la transfeccion. Para ello se aspird el medio de los pocillos, se
lavaron dos veces con PBS atemperado y se afiadi6 medio MEM con FBS

dializado al 10 % con antibiotico.

Dia 3 (dia del experimento):
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» Las placas conteniendo los cubreobjetos fueron tratadas como se especifico
para la linea celular CHO-K1, los cubres fueron montados y sellados y las

muestras analizadas mediante microscopia confocal.

ii. Experimentos de inmunofluorescencia analizados por microscopia

confocal

Se examind por microscopia confocal la localizacion subcelular de receptores
FLAG-5-HT,A-WT y los receptores mutados albergados en el vector pCEP4 FLAG-
5-HT,a-ER-trapped y FLAG-5-HT,5-W200A generados en este trabajo, utilizando
como control negativo el vector vacio (pcDNA3). Se realizé una caracterizacion de
cada receptor por separado, con un posterior estudio de co-expresion de diversas
construcciones para evaluar posibles efectos de la co-expresion sobre la localizacion
subcelular de los receptores. Todas las preparaciones se realizaron sobre la linea
celular HEK293 transfectada transitoriamente por el método comercial Effectene. El

protocolo experimental que se siguid fue el siguiente:

Dia 0 (siembra):

» Se trataron cubreobjetos de vidrio estériles con una solucion de poli-D-lisina
a 0,1 mg/ml durante 1 hora a T*A. Tras eso, se retird la solucion y se lavaron
los cubreobjetos con PBS antes de proceder a sembrar 300.000 células de la
linea celular HEK293 por pocillo, en placas multipocillo de 6 pocillos. Las

células se dejaron en el incubador hasta el dia siguiente.

Dia 1 (transfeccién):

» Cuando las células estaban adheridas se llevo a cabo la transfeccion con
Effectene, siguiendo el protocolo comercial pero escalando las cantidades
tanto de ADNc como de reactivos, adecuadndolo a las proporciones de la
siembra. Para esta aproximacion experimental se emplearon las

construcciones pcDNA3, pcDNA3-FLAG-5-HTa-WT, pcEP4-FLAG-5-
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HT24-W200A y pcEP4-FLAG-5-HTs-ER-trapped, asi como asociaciones de
los receptores mutados generados con el receptor 5-HT,4-WT para estudiar

su localizacion en co-expresion.

Dia 2 (parada de la transfeccion):

Se cambi6 a primera hora el medio de transfeccion por medio MEM con 10%
de FBS dializado, 100 U/ml penicilina/0.1 mg/ml estreptomicina. En algunos
experimentos, se mantuvieron muestras en medio con o sin FBS en paralelo,
para observar si éste era un factor relevante para la correcta expresion y

localizacidn subcelular de los receptores.

Dia 3 (dia del experimento):

Las placas conteniendo los cubreobjetos con las células fueron rapidamente
depositadas en hielo, el contenido de los pocillos fue volcado y las células
fueron fijadas con 2 ml/pocillo de paraformaldehido al 4% en PBS, por 10
minutos a T*A. Tras ese tiempo, se lavaron los pocillos 3 veces con 4 ml de
PBS. Tras este paso los cubreobjetos se procesaron bien como muestras no
permeabilizadas (NP) o bien como muestras permeabilizadas (P), incubando
las células en una solucién de PBS con 1% BSA y 10% suero de caballo
(Invitrogen) en ausencia (solucion NP) o presencia (solucion P) de 0.2 %
Nonidet P-40, por 30 minutos a T*A. Tras este paso se lavaron los pocillos 3
veces con PBS y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario
(Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse, Sigma-Aldrich)
a la dilucion 1:400 en solucion NP por 1 hora a T*A. Este anticuerpo se retird
y se hicieron 5 lavados de 10 minutos con PBS. Tras esto se incubaron las
muestras con el anticuerpo secundario (4lexa Fluor® 594 Goat Anti-Mouse
IgG, Invitrogen) a la dilucion 1:400 en solucion NP por 1 hora a T*A. Tras
esto se repitid el protocolo de lavado anteriormente descrito. Los

cubreobjetos se montaron empleando como medio de montaje una solucion
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de 1,5% n-propil galato en glicerol al 60% en PBS y se sellaron con laca de

ufas para su analisis mediante microscopia confocal.
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Métodos empleados en los estudios sobre el

receptor 5-HT- (Objetivo 2)

I. Lineas celulares estables expresando el receptor 5-HT,

humano y de rata (lineas HEK-hu5-HT,; y HEK-rat5-HT,)

El abordaje experimental de este objetivo de la presente tesis doctoral preciso
del empleo de lineas celulares HEK293 expresando de forma estable la variante 5-
HT7), tanto del receptor 5-HT7; humano (HEK-hu5-HT7) como del de rata (HEK-
rat5-HT7), ademas de incluir en paralelo en ciertos ensayos la linea celular parental
HEK293 sin transfectar como control negativo. La linea estable expresando el
receptor humano HEK-hu5-HT7 (clon #14) fue cedida por la empresa farmaceutica
internacional Laboratorios Esteve, con la cual nuestro grupo viene manteniendo una
colaboracion en el ambito del descubrimiento temprano de farmacos, mientras que la
linea HEK-rat5-HT; fue generada y validada por nuestro propio grupo de
investigacion. Esta linea fue generada mediante un proceso de seleccion de clones
estables tras transfeccion por el método del precipitado de fosfato calcico, los cuales
fueron aislados tras su mantenimiento en medio de cultivo con antibidtico de
seleccion (geneticina G-418) durante 2 semanas. La capacidad de union especifica a
ligandos de los diferentes clones se evalué mediante ensayos de union de
radioligandos en homogenados de membranas, seleccionando el clon #17 en este

caso para los posteriores estudios.

Las lineas estables HEK-hu5-HT; y HEK-rat5-HT; fueron empleadas a lo
largo de este trabajo, tanto como células enteras intactas como en homogenados de
membranas, para realizar ensayos de unidén de radioligandos o ensayos funcionales
de medida de acumulacion de AMPc, a partir de los cuales se obtienen paramétros
farmacoldgicos para comprender el comportamiento de los diferentes ligandos a
estudio. Para ello, las lineas se cultivaron y mantuvieron a 37°C y en atmosfera de
5% CO; y 95% de humedad relativa en un incubador, empleando los siguientes

medios de cultivo:
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> Linea celular estable HEK-hu5-HT7: medio de cultivo DMEM alto en
glucosa (Sigma-Aldrich) con 10% de FBS no dializado, penicilina (100
U/ml)/estreptomicina (0.1 mg/ml), piruvato sodico (1 mM), Glutamax "™ I (1
x) (Gibco), L-glutamina (2 mM) (Sigma-Aldrich) y antibidtico de seleccion

geneticina a concentracion 500 pg/ml.

» Linea celular estable HEK-rat5-HT7: medio de cultivo MEM con 10% de
FBS no dializado, penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (0.1 mg/ml),
aminoacidos no esenciales (1x), piruvato soédico 1 mM y antibiotico de

seleccion geneticina a concentracion 200 pg/ml.
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I1. Ensayos de union de radioligandos

La evaluacion de la capacidad de los distintos receptores 5-HT7 de serotonina
de unir ligandos especificos se llevd a cabo mediante ensayos de unioén de
radioligandos. Para ello, y partiendo de las lineas celulares estables HEK-hu5-HT; y
HEK-rat5-HT7, se emplearon preparaciones de homogenados de membranas o
c¢lulas intactas, para caracterizar el comportamiento farmacologico de los

compuestos a estudio.

i. Ensayos de union de radioligandos en homogenados de

membranas de lineas HEK-huS-HT; y HEK-ratS-HT,

La preparacion de homogenados de membranas de las lineas celulares HEK-
hu5-HT7 y HEK-rat5-HT7 nos permitié obtener una herramienta de trabajo sobre la
cual llevar a cabo la caracterizacion de los compuestos arilpiperazinicos MEL-9 y
LP-211, a través de ensayos de unién de radioligandos para establecer la union
especifica. El protocolo de preparacion de homogenados de membranas, previamente

descrito en la literatura (Varin y col., 2010), se detalla a continuacion:

» Se parti6 de la siembra de las lineas en placas de cultivo de tamafio 150 x 25
mm. El dia anterior a llevar a cabo la preparacion se cambid el medio de
cultivo de las placas, una vez alcanzado aproximadamente el 90% de
confluencia, por medio de igual composicion al de crecimiento pero

preparado con FBS dializado y sin el antibidtico de seleccion geneticina.

» Para la preparacion de las membranas, se descartd mediante volcado el medio
de cultivo de las placas y se lavaron las células dos veces con 10 ml de PBS
almacenado a 4°C. Una vez lavadas, se levantaron en 10 ml/placa de PBS,
rascandolas con un raspador de células y recuperando los posibles restos

celulares remanentes con otros 3 ml de PBS 1x adicionales.
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» Se centrifugaron los tubos durante 3 minutos a 1,500 x g y se resuspendio el
pellet en tampon A (10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 10 mM NaHCOs,
cocktail de inhibidores de proteasas 1x (Sigma-Aldrich), pH 7.4) a 4°C y se
procesaron las células, aproximadamente 50 veces, con un homogeneizador
manual de émbolo y tubo Potter-Elvehjem. A continuacion se centrifugaron
las células a 500 x g durante 5 minutos a 4°C y se recogid el sobrenadante,

que fue posteriormente centrifugado a 25,000 x g durante 20 minutos a 4°C.

» Se resuspendio el pellet de nuevo en tampon A y se volvio a centrifugar en
las mismas condiciones que en el paso anterior. A continuaciéon se
resuspendié el pellet resultante en tampon B (25 mM Tris, SmM MgCl,,
ImM EDTA, pH 7.4). Las preparaciones de homogenados de membranas asi
obtenidas se conservaron en alicuotas a -80°C hasta el momento de su uso. La
determinacion de proteina se llevo a cabo por el método de Bradford usando
una curva patrén de BSA. La absorbancia de la reaccion colorimétrica se
determind a 595 nm en un espectrofotometro Ultrospec 4000 UV/Visible

Spectrophotometer.

Ensayos de linealidad en homogenados de membranas de lineas HEK-hu5-
HT; y HEK-rat5-HT;

La capacidad de los distintos receptores 5-HT de unir ligandos especificos se
evalud en preparaciones de membranas, obtenidas segun se ha descrito previamente,
mediante ensayos de unioén de radioligandos, determindndose la unidn especifica en
tubos conteniendo distintas cantidades de proteina, desde 5 pg a 60 ug y usando
como radioligandos [*H]-LSD (82.7 Ci/mmol, Perkin Elmer) o [*H]-SB-269970
(39.9 Ci/mmol, Perkin Elmer), a diferentes concentraciones dependiendo del
radioligando utilizado y de la preparacion de membranas a validar (1.5 nM [*H]-LSD
en HEK-hu5-HT7, 2.5 nM [*H]-LSD en HEK-rat5-HT; y 2 nM [*H]-SB-269970 en
ambas lineas celulares). La determinacion de la union inespecifica se llevo a cabo en
presencia de clozapina a la concentracion de 25 uM. Los ensayos se llevaron a cabo

por triplicado en un volumen final de 500 pl, en tampon de incubacion (50 mM Tris,
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4 mM CaCl,, 0.1 mM pargilina, 1 mM acido ascorbico, pH 7.4). Todos los tubos se
incubaron a 37°C durante 1 hora. Transcurrido el tiempo de incubacién, las
reacciones se filtraron a través de filtros Whatman GF/B (Invitrogen), pretratados
con solucion de polietilenimina al 0.5 %, utilizando un Brandel Cell Harvester para
separar el radioligando unido del libre. Se realizaron tres lavados consecutivos de los
filtros con 3 ml de tampon de lavado (de la misma composicion que el tampén de
incubacidn) a 4°C. Los filtros se secaron durante 1 hora a 60°C. Posteriormente, se
colocaron en viales de centelleo y se afiadieron 4 ml de liquido de centelleo, LSC
Universol, dejandolos como minimo 4 horas a T*A antes de su contaje. Transcurrido
este tiempo y tras agitar vigorosamente con un vortex, se midid su radioactividad
(dpm) durante 5 min en un contador beta Beckman LS6000LL, siendo analizados y

procesados los datos usando al software GraphPad Prism 4.0.

Ensayos de saturacion en homogenados de membranas de lineas HEK-hu5-
HT; y HEK-rat5-HT,

Esta aproximacion experimental se basa en estudiar la union de radioligando
en el equilibrio, para una serie de concentraciones crecientes del radioligando,
determinando asi parametros como la afinidad del radioligando por el receptor,
generalmente expresada como la constante de disociacion en el equilibrio (Ky), y la
densidad de sitios de union (Bmax). Las membranas de la linea celular HEK-huS5-HT;
se incubaron con 8 concentraciones diferentes de [*’HJ-LSD (0.03-10 nM) o [*H]-SB-
269970 (0.03-30 nM) durante 60 min a 37°C en un volumen final de 500 pl en el
caso del primer radioligando, y 200 pl para el segundo radioligando. En el caso de
las membranas de HEK-rat5-HT; se empleé unicamente el radioligando [*H]-SB-
269970, con las mismas 8 concentraciones que en el caso anterior (0.03-30 nM), con
incubaciones de 60 min a 37°C en un volumen final de 250 pl. El tampdn de
incubacién (50 mM Tris, 4 mM CaCl,, 0.1 mM Pargilina, 1 mM &cido ascérbico, pH
7.4) fue el mismo para todos los ensayos, al igual que el ligando empleado para
determinar la unidn no especifica (25 uM clozapina). Los ensayos se realizaron por
triplicado y se iniciaron con la adicion de la suspension de membranas (6 pg

proteina/tubo para los ensayos con [’H]-LSD y 10 pg proteina/tubo para los que
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emplean [*H]-SB-269970). Posteriormente, las reacciones se filtraron, contaron y

analizaron como se explica en el apartado anterior.

Ensayos de competicion en homogenados de membranas de lineas HEK-
hu5-HT; y HEK-rat5-HT;

En los ensayos de competicion se determina la union de una concentracion
fija de un radioligando en el equilibrio, en presencia de una serie de concentraciones
crecientes de un ligando no marcado (competidor), determinandose pardmetros como
la ICsy (concentracion del ligando competidor que desplaza el 50 % de la unidon
especifica del radioligando) y la constante de inhibicion del ligando competidor (Ki),

que indica la afinidad del ligando por el receptor.

Los homogenados de membranas para esta aproximacion experimental se
incubaron con 1.5 nM (HEK-hu5-HT>) o 2.5 nM (HEK-rat5-HT;) de [’H]-LSD o 2
nM de [’H]-SB-269970 para ambos receptores, en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes de un ligando de referencia (metiotepina) o de las
herramientas farmacologicas (MEL-9 o LP-211) a estudiar, en un volumen final de
500 pl en el caso del primer radioligando, y 200 pl en el caso del segundo
radioligando, con tampdén de incubacion (50 mM Tris, 4 mM CaCl,, 0.1 mM
Pargilina, 1 mM dacido ascorbico, pH 7.4). La concentracion de radioligando utilizada
se selecciond en base al valor de la constante de disociacion del radioligando (Kq)
obtenida en los ensayos de saturacion. La union no especifica se determind en
presencia de 25 pM clozapina, en tubos conteniendo radioligando en ausencia de
competidor. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado, se iniciaron con la adicion
de las membranas (6 pg proteina/tubo para ["'H]-LSD y 10 pg proteina/tubo para
[PH]-SB-269970) y se incubaron 60 min a 37°C. Posteriormente, las reacciones se

contaron y analizaron como ya se explico anteriormente.
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ii. Ensayos de union de radioligandos en células intactas HEK-hu5-

HT,

Para comprobar si los compuestos a estudio (MEL-9 y LP-211) presentaban
un comportamiento de antagonistas irreversibles de los receptores, se llevaron a cabo
ensayos de preincubacion y lavado con los compuestos antes de llevar a cabo los
ensayos de union de radioligandos. Para ello, los ensayos de union de radioligandos
en preparaciones de membranas no eran adecuados, debido a la dificultad para lavar
los ligandos tras el paso de preincubacion sin perder la muestra. Por ello, se abordo la
puesta a punto de un ensayo de union de radioligandos en células intactas. Estos
ensayos se llevaron a cabo en la linea HEK-hu5-HT;, empleando el radioligando
[*H]-SB-269970. En ensayos preliminares se fijé el nimero de células adecuado para
los ensayos en 50,000 células por tubo, para posteriormente ensayar los compuestos
a estudio en ensayos de competicion, evaluando su efecto directo sobre la union de

radioligandos (efecto directo) o sus efectos irreversibles o de larga duracion

siguiendo  protocolos de preincubacion y lavado (experimentos de

preincubacion/lavado).

Ensayos de competicion en células intactas HEK-hu5-HT;: efecto directo

Para estos ensayos, las células se mantuvieron en crecimiento exponencial en
su correspondiente medio de cultivo hasta el momento del ensayo. El dia del ensayo,
se tripsinizaron las células con una dilucion 1:3 de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich)
en PBS, y a continuacion se resuspendieron en tampén de incubacion (20 mM
HEPES, 2.5 mM MgSQO,, 134 mM NaCl, 10 uM Pargilina, pH 7.5) atemperado a
37°C. Las células fueron centrifugadas a 330 x g durante 6 minutos y posteriormente
resuspendidas en tampon de incubacion. Tras proceder a su contaje con cdmara de
Neubauer, se llevaron a cabo curvas concentracion-respuesta (100 pM - 10 uM) del
ligando de referencia (metiotepina) o de MEL-9 o LP-211, en tubos de ensayo
conteniendo 2 nM de [*H]-SB-269970 en ausencia o presencia de los compuestos a
estudiar, en un volumen final de 500 pl de tampoén de incubaciéon. La unidon

inespecifica se determind en presencia de 25 uM clozapina. Los ensayos se llevaron
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a cabo por triplicado y se iniciaron con la adicion de las células (50,000
células/tubo), incubando 30 minutos a 37°C. Posteriormente, las reacciones se

filtraron del mismo modo que los ensayos explicados anteriormente.

Ensayos de competicion en células intactas HEK-hu5-HT;: experimentos de

preincubacion/lavado

Con la finalidad de llevar a cabo un protocolo exhaustivo de lavados para
determinar el efecto de la preincubacion con los compuestos sobre el receptor 5-HT5
asegurando la completa eliminacién de compuesto residual, se disefi¢ la siguiente
aproximacion experimental empleando la linea celular HEK-hu5-HT; intacta. Las
células se mantuvieron en crecimiento exponencial en su correspondiente medio de
cultivo hasta el momento del ensayo, realizando la tripsinizacion y contaje del mismo

modo que en el apartado anterior.

Las células (10 x 10° células/ml) fueron preincubadas en tampon de
incubacion (20 mM HEPES, 2.5 mM MgSO4, 134 mM NaCl, 10 uM Pargilina, pH
7.5) en ausencia (control) o presencia de los compuestos a estudio a las
concentraciones indicadas durante 30 minutos a 37°C en agitacion suave. Tras esto,
las células se centrifugaron a 330 x g 6 minutos y se lavaron 3 veces con tampén de
incubacion, incubando 10 minutos a 37°C en agitacion suave en cada lavado.
Terminados los lavados, las células se resuspendieron en tampon de incubacion para
la determinacion de la union especifica total y no especifica de ["'H]-SB-269970, para
lo que se incubaron 50,000 células por reaccién en tubos conteniendo 2 nM [*H]-SB-
269970, en ausencia o presencia de 25 uM clozapina, respectivamente. Tras incubar
durante 30 minutos a 37°C, las reacciones se filtraron de igual modo que los ensayos

explicados anteriormente.

Para la determinacion del tiempo de recuperacion de la union especifica de
[*H]-SB-269970 tras preincubacion y lavado de los compuestos, las lineas celulares
manipuladas en condiciones estériles fueron preincubadas como se indicod

anteriormente con los compuestos MEL-9 o LP-211 a la concentracion de 10 pM.
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Tras lavar los compuestos, las células se incubaron por diferentes tiempos (0, 1, 3, 6
y 24 horas) a 37°C en DMEM/F-12 con penicinilina (100 U/ml)/estreptomicina (0.1
mg/ml) en condiciones estériles, antes de llevarse a cabo los ensayos para determinar

la union total y no especifica de [*H]-SB-269970 como se describi6 anteriormente.

iii. Ensavos funcionales: medida de acumulacion de AMPc¢

En la via de senalizacion del AMPc (adenosina 3', 5'-monofosfato ciclico), un
segundo mensajero clave en vias de sefializacion de GPCRs, la union de un ligando a
un receptor conduce a la activacion de proteinas Gos o Goi, que a su vez regulan a la
enzima AC, responsable de la modulacion de los niveles intracelulares de AMPc,
formado a partir de ATP, el cual se encuentra en su mayoria unido a la cara interna
de la membrana celular. Gos estimula positivamente la actividad de AC, resultando
en un aumento de la produccion de AMPc. En contra, la estimulaciéon de Go; se
convierte en una regulacion negativa de la enzima, resultando en una disminucién de
los niveles de AMPc. Otros enzimas responsables de la regulacion de los niveles de
AMPc son las fosfodiesterasas (PDE), ubicadas en diversos compartimientos

subcelulares, que hidrolizan el AMPc a AMP (adenosina 5°-monofosfato).

Gils

Adenylate
/ Cyclase \

ATP cAMP

Fig. 39.- Esquema de la ruta de sefializacion de la enzima efectora AC en relacién a la

produccion del segundo mensajero AMPc¢
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Con la finalidad de caracterizar la capacidad de los dos compuestos
arilpiperazinicos, MEL-9 y LP-211, de modular la actividad de la AC a través de
receptores 5-HT7, se llevaron medidas de acumulacion de AMPc en la linea HEK-
hu5-HT;, empleando para ello dos kits comerciales, cAMP Direct EIA (GE
Healthcare) (que unicamente se empled en los ensayos en los que se analizd el
posible efecto agonista de los compuestos), y el HTRF (homogeneous time-resolved
fluorescence) cAMP dynamic Kit (Cisbio), siguiendo en ambos casos las directrices

especificadas por el fabricante, con pequefias modificaciones.

En el caso de los ensayos empleando cAMP Direct EIA, las células HEK-
hu5-HT; se sembraron en placas de cultivo de poliestireno blancas 96 pocillos
pretratadas con poly-D-lisina (Greiner Bio-one) (12,000 células por pocillo) en
medio DMEM/F-12, suplementado con penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (0.1
mg/ml), piruvato sédico (I mM), Glutamax "™ I (1 x) (Gibco), L-glutamina (2 mM)
y FBS dializado al 0.5 %. Las placas se mantuvieron hasta el dia siguiente a 37°C (5
% de COz y 95% de humedad relativa), llevandose a cabo entonces los experimentos
en el mismo medio, en presencia del inhibidor especifico de PDE4 rolipram (Sigma-

Aldrich) a la concentracion de 20 pM.

En el caso de los ensayos empleando HTRF cAMP dynamic Kit, las células
HEK-hu5-HT7 se sembraron 24 horas antes del ensayo en placas de cultivo de
poliestireno blancas half-area de 96 pocillos (Sigma-Aldrich), pretratadas con poly-
D-lisina (8,000 células por pocillo) en medio Opti-MEM (Invitrogen). Las placas se
mantuvieron hasta el dia siguiente a 37°C (5 % de CO; y 95% de humedad relativa),
llevandose a cabo entonces los experimentos en el mismo medio, en presencia del
inhibidor de PDEs 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich) a la

concentracion de 500 uM.
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Estudio del posible efecto de los compuestos como agonistas

Para investigar el posible efecto agonista 5-HT7 de los compuestos en la via
de sefializacion del AMPc, se llevaron a cabo curvas concentracion-respuesta de los
compuestos a estudio, tanto MEL-9 (10 pM - 10 uM) como LP-211 (100 pM - 10
uM), en paralelo con 5-CT como agonista de referencia a una concentracion tnica de
1 uM, en la linea celular HEK-hu5-HT?. Las células fueron incubadas en el medio de
siembra en presencia de 20 puM rolipram a 37°C durante 15 minutos con agitacion
suave (150 rpm), tras lo que se adicionaron los compuestos y se continud la
incubacién por 15 minutos. Tras seguir todos los pasos del protocolo del kit
comercial, se midio el cociente de la intensidad de emisioén de fluorescencia a las
longitudes de onda de 665 nm/620 nm en un lector Ultra Evolution 1384 (TECAN,

Suiza), analizando los datos posteriormente con el software GraphPad Prism 4.0.

Estudio del posible efecto de los compuestos como antagonistas

Para esta aproximacion experimental que intenta elucidar el papel de los
compuestos como posibles antagonistas sobre la via del AMPc en células HEK-hu5-
HT7, se sembraron el dia anterior 8,000 células/pocillo en un volumen de 30 pl de
medio Opti-MEM"® como se explico anteriormente, ensayandose curvas
concentracion-respuesta tanto del compuesto MEL-9 (100 pM - 10 uM) como de LP-
211 (100 pM - 10 uM). Para ello, se preincubaron las células en Opti-MEM® ¢
IBMX en ausencia (basal) y presencia de los compuestos durante 15 minutos a 37°C
con agitacion suave (150 rpm), antes de anadir el agonista de referencia (5-CT, a la
concentracion de 15 nM 6 10 uM) y continuar la incubacion por 15 minutos. Tras
seguir todos los pasos del protocolo del kit comercial, se midio la fluorescencia como

se indico previamente.
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Estudio del efecto de los compuestos como antagonistas: analisis de Schild

Para realizar una caracterizacion mas exhaustiva del mecanismo de
antagonismo de los compuestos, y con la finalidad de observar si se trataba de un
antagonismo remontable, se llevaron a cabo curvas concentracidon-respuesta del
agonista de referencia 5-CT (a concentraciones crecientes desde 100 pM a 10 pM) en
ausencia (control) o presencia de distintas concentraciones (10 nM, 100 nM y 1 uM)
de los compuestos MEL-9 o LP-211, en células HEK-hu5-HT;. Para ello, y tras
realizar la siembra el dia anterior como se describio, se incubaron las células en Opti-
MEM® e IBMX con los antagonistas durante 15 minutos a 37°C con agitacién suave
(150 rpm), antes de afiadir el agonista y continuar la incubacion por 15 minutos. Tras
seguir todos los pasos del protocolo se midi6 la fluorescencia (665 nm/620 nm) como

se indico previamente.

Estudio del efecto de los compuestos como antagonistas: experimentos de

preincubacion/lavado

Con la finalidad de conocer en mayor profundidad el mecanismo del
antagonismo no remontable observado mediante el analisis de Schild, se llevaron a
cabo ensayos para determinar la naturaleza reversible o irreversible del efecto de los
compuestos sobre la via de sefializacion del AMPc, en células HEK-hu5-HT;
preincubadas con concentraciones crecientes de los compuestos, MEL-9 o LP-211
(100 pM - 10 uM), tras lo que se siguidé un protocolo de lavado y se determinaron los
niveles de AMPc estimulado por una concentracion constante (10 uM) del agonista
de referencia, 5-CT. Para ello, y tras realizar la siembra el dia anterior como se
describio, se incubaron las células en Opti-MEM® e IBMX con antagonistas durante
30 minutos a 37°C con agitacion suave (15 0 rpm), realizando a continuacién 3
lavados con Opti-MEM® con incubaciones de 10 minutos en cada lavado para
eliminar los compuestos, antes de afiadir el agonista 5-CT e incubar en Opti-MEM" ¢
IBMX durante otros 30 minutos a 37°C con agitacion suave (150 rpm). Tras seguir
todos los pasos del protocolo se midi6 la fluorescencia (665 nm/620 nm) como se

indic6 previamente.
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Estudio del efecto de los compuestos sobre la actividad del enzima AC

estimulada por forskolina

La forskolina es un diterpeno capaz de estimular la produccion de AMPc
actuando directamente sobre la AC, aunque su accion puede ser regulada por GPCRs
a través de determinados tipos de proteinas G. La regulacion predominante por
GPCRs de la accidon de la forskolina es la mediada por la activacion de GPCRs
acoplados a Gij,, que inhiben parcialmente la actividad de la AC estimulada por
forskolina, mientras que los receptores acoplados a Gs, parecen jugar en papel
secundario en cuanto a regulacion de la capacidad de la forskolina para estimular la
AC. Estudios recientes han aportado nuevas observaciones en este campo,
demostrando una inhibicion inducida por antagonistas del receptor 5-HT; de la
actividad AC estimulada por forskolina, sin alterar irreversiblemente los sistemas de

produccion de AMPc (Toohey y col., 2009; Klein y Teitler, 2011).

Para comprobar si estos comportamientos descritos para otros antagonistas 5-
HT; se observan en los compuestos a estudio, se realizd una caracterizacion
exhaustiva de sus posibles efectos sobre la produccion de AMPc estimulada por
forskolina, llevando a cabo curvas concentracion-respuesta de MEL-9 y LP-211 (100
pM -10 uM) en células HEK-hu5-HT;. Para ello, y tras realizar la siembra el dia
anterior como se describié, se incubaron las células en Opti-MEM® e IBMX con
antagonistas 15 minutos a 37°C con agitacion suave (150 rpm), tras lo que se afiadio
10 uM forskolina y se continu6 la incubacion por 15 minutos. Tras seguir todos los
pasos del protocolo se midi6 la fluorescencia (665 nm/620 nm) como se indicod

previamente.

Para verificar si el efecto inactivante irreversible de receptores 5-HT; de los
compuestos se manifestaba también sobre su accion de modulacion de la actividad de
AC estimulada por forskolina, se preincubaron células HEK-hu5-HT; en presencia
de concentraciones crecientes de ambos compuestos, MEL-9 y LP-211 (100 pM - 10
uM), siguiendo protocolos de preincubacion/lavado, tras lo que se determiné la

activacion de AC mediada por 10 uM forskolina. Para ello, y tras realizar la siembra
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el dia anterior como se describio, se incubaron en Opti-MEM® ¢ IBMX las células
con antagonistas 30 minutos a 37°C con agitacion suave (150 rpm), realizando a
continuacion 3 lavados con Opti-MEM® con incubaciones de 10 minutos en cada
lavado para eliminar los compuestos, antes de afadir 10 uM forskolina e incubar en
Opti-MEM® e IBMX por 15 minutos a 37°C con agitacion suave (150 rpm). Tras
seguir todos los pasos del protocolo se midié la fluorescencia (665 nm/620 nm) como

se indico previamente.
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Obijetivo 1. Estudiar la funcionalidad del

homodimero de receptores 5-HT,, de serotonina en

lineas celulares

I. Evaluacion del requerimiento de la ocupacion de ambos
protomeros del homodimero de receptores 5-HT,, para la

sefializacion mediada por proteinas G

Para abordar este objetivo, se generaron dos receptores 5-HT,, mutados 5-
HT,4-S159R y 5-HT»4-D155A, que incorporan en cada caso una mutacion puntual
en un residuo implicado en la interaccion ligando-receptor (residuos Ser3.36 y
Asp3.32, respectivamente). Ambas mutaciones fueron descritas previamente en la
literatura sobre receptores 5-HT, o especificamente sobre el receptor 5-HTaa,
resultando receptores deficientes en su capacidad de unir ligandos (Almaula y col.,
1996; Ebersole y col., 2003; Herrick-Davis y col., 2005; Muntasir y col., 2006). En
nuestro caso, ambos receptores se generaron como proteinas de fusion con YFP en
sus extremos carboxi-terminal (5-HT,4-S159R-YFP y 5-HT,2-D155A-YFP), lo que
en principio se esperaba que no afectase a la funcionalidad de los receptores, en base
a las caracteristicas mostradas por los receptores 5-HTo- YFP y 5-HT,5-CFP
disponibles en el laboratorio y empleados previamente en estudios de
homodimerizacion del receptor (Brea y col., 2009). El empleo de estos receptores
nos permitiria estudiar la necesidad de la ocupacion por agonista de los dos sitios de
union en el homodimero del receptor 5-HT,a para que se produzca el acoplamiento
funcional del receptor con la proteina G. Esta aproximacion experimental fue
previamente utilizada con éxito para investigar esta cuestion en el homodimero del
receptor 5-HT»¢, un receptor de gran homologia de secuencia con el 5-HT,4 objeto
de nuestro trabajo (Herrick-Davis y col., 2005). Para evaluar las caracteristicas
farmacoldgicas de estos receptores y de cara a su uso como herramientas para

estudiar la funcionalidad del homodimero del receptor 5-HT,4 se procedi6 en primer
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lugar a generar lineas celulares CHO-K1 expresando establemente los receptores
mutados 5-HT74-S159R-YFP o 5-HTyA-D155A-YFP de cara a realizar una
caracterizacion inicial de los mismos, tanto en relacion a su capacidad de union de
ligandos como a su capacidad de sefializacion por la via de hidrolisis de IPs, mediada

por la proteina Gg.
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i. Caracterizacion de los receptores mutados S-HT»,-S15S9R-YFP y

S5-HT,,-D155A-YFP en cuanto a su capacidad de union de ligandos

Los receptores mutados 5-HT4-S159R y 5-HT,4-D155A aparecen descritos
en la literatura como deficientes en union de ligandos. En concreto, en el caso de
mutaciones en el residuo Ser3.36 (S159) del receptor 5-HT>4, se describieron valores
de K; para 5-HT, en ensayos de union de radioligandos con [*H]-ketanserina, de 396
+ 107 nM para el receptor 5-HT,4 nativo transfectado en células COS-1, frente a
1,947 + 528 nM (unas 5 veces menor afinidad) para la variante mutada S159C, y
6,960 + 1,592 nM (unas 18 veces menor afinidad) para la variante S159A (Almaula y
col., 1996) (Ebersole y col., 2003). En nuestro receptor 5-HT,4-S159R introdujimos
una mutacion del residuo Ser3.36 a arginina, al igual que se hizo con el residuo
analogo del receptor 5-HT,c (S138R) en un trabajo reciente y que resulté en un
receptor deficiente en union de ligandos (Herrick-Davis y col., 2005). En el caso de
la mutacion del residuo Asp3.32 a alanina, el receptor 5-HT,5-DI55A aparece
descrito en la literatura y no mostré union detectable de [*H]-ketanserina en
transfecciones transitorias en células COS-7, mientras que el receptor nativo unia
radioligando con alta afinidad (K4 = 0.8 £ 0.01 nM) en las mismas condiciones

(Muntasir y col., 2006).

Las caracteristicas de union a ligandos de los receptores mutados 5-HTa-
S159R-YFP y 5-HT,2-D155A-YFP generados en este trabajo se evaluaron mediante
ensayos de union del radioligando [*H]-ketanserina en homogenados de membranas
de células CHO-K1 expresando de manera estable cada uno de los receptores, en
paralelo con homogenados de membranas de células CHO-K1 expresando de manera
estable el receptor nativo 5-HT,o-WT, determinandose la unidén especifica en

ensayos empleando diferentes cantidades de proteina.

Los resultados obtenidos en el caso de los receptores mutados demuestran que
ambos receptores son efectivamente deficientes en union de ligandos como se
esperaba, no detectandose unién especifica del radioligando [*H]-ketanserina para

ninguna de las cantidades de proteina incluidas en los ensayos (desde 5 pg/tubo hasta
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135 pg/tubo). Contrariamente a los resultados obtenidos para los receptores mutados
y como era de esperar, el receptor 5-HT,o-WT mostré union especifica del

radioligando, proporcional a la cantidad de proteina empleada en el ensayo (Fig. 40).
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Fig. 40.- Unién especifica de [*H]-ketanserina a homogenados de membranas de células CHO-
K1 expresando de manera estable el receptor S-HT,,-WT o cada uno de los receptores mutados
deficientes en union, 5-HT,,-S159R-YFP y 5-HT,,-D155A-YFP. La union especifica del
radioligando fue medida empleando 0,1 nM de [*H]-ketanserina y 10 uM de metisergida. En la figura

se muestran los resultados correspondientes a un experimento llevado a cabo en duplicado.

Con la finalidad de verificar que la fusion de la proteina fluorescente YFP en
el extremo carboxi-terminal de los receptores no afectaba a las propiedades de union
de éstos, se realizaron ensayos de union de radioligandos en homogenados de
membranas de células CHO-K1 expresando, en este caso de manera transitoria, el
receptor mutado sin la proteina fluorescente 5-HT,4-S159R y el receptor 5-HT)a-
WT, empleando como en los experimentos anteriores distintas cantidades de

proteina.

Los resultados obtenidos coinciden con lo observado para la variante del
receptor mutado fusionada con la proteina YFP, no detectdndose union especifica del
radioligando [*H]-ketanserina para ninguna de las cantidades de proteina incluidas en
los ensayos (desde 50 pg/tubo hasta 150 pg/tubo), a diferencia de los datos referentes
al receptor 5-HT,A-WT, que mostrd union especifica del radioligando directamente

proporcional a la cantidad de proteina empleada (Fig. 41).
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Fig. 41.- Uni6n especifica de [*H]-ketanserina a homogenados de membranas de células CHO-

K1 transfectadas transitoriamente con el receptor S-HT,,-WT o con el receptor mutado

deficiente en union a ligandos 5-HT,,-S159R. La union especifica del radioligando fue medida

empleando 1 nM de [*H]-ketanserina y 10 uM de metisergida. En la figura se muestran los resultados

correspondientes a un experimento llevado a
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ii. Caracterizacion de los receptores mutados S-HT,,-S159R-YFP y

S-HT,,-D15SA-YFP en cuanto a su capacidad de seiializacion por la

via de hidrolisis de IPs

Para completar la caracterizacion de los dos receptores 5-HT,, mutados
deficientes en union generados y con vistas fundamentalmente a investigar posible
actividad constitutiva de los mismos, se llevaron a cabo ensayos funcionales para
analizar la hidrolisis de IPs estimulada por 3 uM 5-HT en lineas celulares CHO-K1
expresando establemente el receptor nativo o bien, cada uno de los receptores

mutados.

Los niveles basales de hidrolisis de IPs detectados en las lineas CHO-5-HT54-
S159R-YFP y CHO-5-HT4-D155A-YFP fueron de 169.4% y 173.8% respecto de la
linea CHO-5-HT,4-WT, respectivamente, lo que evidencia un cierto nivel de
actividad constitutiva de los receptores mutados, apuntando a que las mutaciones
introducidas no parecen comprometer el acoplamiento receptor-proteina G. En el
caso de respuesta estimulada por agonista, en la linea celular CHO-5-HT4-WT se
observo una fuerte estimulacion (unas 20 veces el valor de la basal) de la hidrélisis
de IPs por 5-HT, mientras que la estimulacion en las lineas celulares expresando los
receptores mutados (CHO-5-HT,4-S159R-YFP y CHO-5-HT,5-D155A-YFP) fue

practicamente nula (Fig. 42).
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Fig. 42.- Hidrolisis de IPs estimulada por 3 pM 5-HT en lineas celulares CHO-K1 expresando
establemente el receptor nativo 5S-HT,,-WT o los receptores mutados 5-HT,,-S159R-YFP o 5-
HT,5-D155A-YFP. (-) Basal, (+) Estimulado con 3 uM 5-HT. En la figura se muestran los resultados

correspondientes a un experimento llevado a cabo en triplicado.

Conjuntamente, los resultados obtenidos en la caracterizacion de los dos
receptores mutados deficientes en unién generados confirman el comportamiento
esperado para ellos, sin que se hayan observado diferencias significativas entre
ambos. De cara a investigar el requerimiento de la ocupacion de ambos protdmeros
del dimero 5-HT,5 para la senalizacion mediada por proteinas G y dada la similitud
en el comportamiento observado para ambos receptores mutados, se selecciono
unicamente uno de ellos, en concreto 5-HT24-S159R-YFP, para llevar a cabo los

posteriores experimentos funcionales.
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iii. Efecto de la co-expresion de un receptor mutado deficiente en

union de ligandos sobre la sefializacion del receptor S-HT,, nativo

Para evaluar el requerimiento de la ocupacion de ambos protomeros del
homodimero del receptor 5-HT,4 para la sefializacion del receptor, estudiamos el
efecto de la co-expresion de uno de los receptores mutados deficiente en unioén de
ligandos generado (5-HT,4-S159R-YFP) sobre la estimulacion de la hidrolisis de IPs
mediada por el receptor 5-HT,4 nativo. Para ello, se transfectaron transitoriamente
con el receptor 5-HT»2-WT dos lineas celulares: la linea parental CHO-K1 y la linea
CHO-5-HT4-S159R-YFP que expresa establemente este receptor deficiente en
unioén, llevandose a cabo curvas concentracion-respuesta para 5-HT (1 nM-100 uM)

en ambas lineas en paralelo.

Como se observa en la figura 43, la producciéon de IPs mediada por el
receptor 5-HT24-WT en respuesta a 5-HT se vio drasticamente reducida (en un 72%)
en la linea CHO-5-HT,4-S159R-YFP en comparacion con la linea CHO-K1 (Fig.
43). El valor de ECs para 5-HT estimulando la produccion de IPs fue de 266.96 nM
(87.71 nM-812.18 nM, n = 3) en el caso del receptor 5-HT,5-WT expresado
individualmente (linea CHO-K1), y su efecto maximo (Emax) fue de 138.95 + 5.73 (%
respecto a la basal, basal = 100%). Por el contrario, la eficacia de 5-HT sobre
receptores 5-HT,4-WT co-expresados con el receptor mutado deficiente en unioén
(linea CHO-5-HT,4-S159R-YFP) se vio muy disminuida, siendo la estimulacion
maxima alcanzada de 110.98 + 2.85 (% respecto a la basal, basal = 100%). En este
caso, la ECsy para 5-HT estimulando la produccion de IPs fue estimada en = 62.98
nM, aunque este dato lleva asociado un importante error experimental debido a la
pequena amplitud de la senal observada en estas células, por lo que se considera un

valor estimado.
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Fig. 43.- Curvas concentracion-respuesta para 5-HT estimulando la hidrélisis de IPs mediada
por el receptor 5-HT,,-WT en las lineas celulares CHO-K1 (m) 0 CHO-5-HT,-S159R-YFP (A).
Los datos representan las medias = EEM de tres experimentos independientes llevados a cabo en

triplicado.

Para comprobar que la reduccion de la senalizacion mediada por el receptor
5-HTa-WT observada en la linea celular estable CHO-5-HT,A-S159R-YFP en
comparacion con la linea CHO-K1 no era debida a una alteracion en la funcion
normal de las proteinas G u otros elementos implicados en la via de sefializacioén de
IPs expresados endogenamente en la linea celular expresando establemente el
receptor mutado, se llevaron a cabo experimentos control en ambas lineas celulares
con un receptor no relacionado con los receptores 5-HT,4, también acoplado a

proteinas Gq y que sefializa por la via de los IPs, como es el receptor muscarinico Ms.

Los resultados mostraron una estimulacion de la hidrélisis de IPs por 100 uM
carbacol similar en células CHO-K1 y CHO-5-HT;5-S159R-YFP, transfectadas
ambas transitoriamente con un vector de expresion conteniendo el ADNc del
receptor M3 disponible en el laboratorio (Fig. 44), siendo los valores de estimulacion
obtenidos de 174.27 + 6.67 y 170.83 &+ 21.32 (% respecto a la basal, basal = 100%, n
= 2) en células CHO-K1 y CHO-5-HT;5-S159R-YFP, respectivamente.
Experimentos llevados a cabo en paralelo con 100 puM 5-HT transfectando
transitoriamente en este caso el receptor 5-HT2-WT en las mismas lineas celulares
confirmaron la sefial deficitaria de este receptor por co-expresion con el receptor

mutado deficiente en unién en la linea CHO-5-HT,o-S159R-YFP (Fig. 44), de
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acuerdo a lo observado en experimentos anteriores (Fig. 43). Los valores de
estimulacion obtenidos para 5S-HT fueron en este caso fueron 136.56 = 8.49 y 119 +

1.66 (% respecto a la basal, basal = 100%, n = 2) en células CHO-K1 y CHO-5-
HT,A-S159R-YFP, respectivamente.
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Fig. 44.- Hidrdlisis de IPs estimulada por 100 pM carbacol o por 100 pM 5-HT en las lineas
celulares CHO-K1 y CHO-5-HT,-S159R-YFP, ambas transfectadas transitoriamente bien con
el receptor muscarinico Mj; o con el receptor 5-HT,,-WT. Los datos representan las medias + EEM

de dos experimentos independientes llevados a cabo en triplicado.
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I1. Evaluacion de la existencia de senalizacion cruzada entre

protomeros del homodimero de receptores 5-HT,,

Para entender mas en detalle la funcionalidad del homodimero del receptor 5-
HT,s, a continuacion nos planteamos investigar la posibilidad por parte de
protomeros complementariamente deficientes del receptor 5-HT,n de dar lugar
mediante su co-expresion a una unidad receptorial funcional. Para ello, empleamos el
receptor mutado deficiente en unidén de ligandos 5-HT,5-S159R-YFP generado en
este trabajo y cuya caracterizacion se ha descrito en esta seccion (Objetivo 1,
apartado I), y el receptor 5-HT»5 mutado deficiente en acoplamiento a proteina G
FLAG-5-HT,5-D120N-YFP, también generado en este trabajo. La investigacion de
la posible sefializaciéon en respuesta a 5-HT en células co-expresando ambos
receptores nos permitiria estudiar en el homodimero 5-HT,s la capacidad de
complementacion funcional intermolecular entre protomeros complementariamente
deficientes (Rivero-Miiller y col., 2010) o sefalizacion cruzada por transactivacion
entre protomeros como se ha descrito para GPCRs de la clase C (Kniazeff y col.,
2004) y descartado en el caso del GPCR de clase A BLT1 para leucotrieno LTB4
(Damian y col., 2008).

i. Caracterizacion del receptor mutado FLAG-5-HT,,-D120N en

cuanto a su capacidad de union de ligandos

El receptor mutado FLAG-5-HT,5-D120N-YFP (asi como su variante sin la
proteina YFP, FLAG-5-HT24-D120N) se generaron introduciendo una mutacion
puntual en un residuo implicado en la interaccion receptor-proteina G, el residuo
Asp2.50. Se ha mostrado en la literatura que la introduccion de esta mutacion resulta
en un receptor 5-HT» deficiente en su capacidad para acoplarse a la proteina Gy,
estudiado en células COS-1 expresando o el receptor 5-HT,4 de serotonina nativo o
la variante mutada mediante ensayos de medida de acumulacion de IPs con curvas
concentracion-respuesta para 5-HT, que mostro valores de ECsyp de 22 + 5 nM sobre

la variante nativa mientras que el receptor mutado no produjo una acumulacion de
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IPs detectable en respuesta a 5-HT. Tras demostrar que su capacidad a acoplarse a la
proteina Gq se veia truncada, se observo mediante ensayos de union de radioligandos
con [*H]-ketanserina que su capacidad de union de ligandos no se veia afectada,
obteniéndose una Ky para [*H]-ketanserina en ensayos de saturacion de 0.64 + 0.07
nM sobre el receptor 5-HT,5 nativo y de 0.92 + 0.05 nM sobre la variante con la
mutacion en el residuo Asp2.50, mientras que en ensayos de competicion con
diferentes ligandos (5-HT, LSD, mianserina, haloperidol y DOI) no se observo
ningin cambio significativo en K; para la variante mutada en relacion al receptor
nativo (Sealfon y col., 1995). Con la finalidad de verificar la capacidad de union de
ligandos del receptor mutado, se llevaron a cabo ensayos de unién del radioligando
[*H]-ketanserina en homogenados de membranas de células CHO-K1 expresando
transitoriamente este receptor o bien el receptor nativo 5-HT,2-WT, determinandose

la unién especifica en ensayos empleando distintas cantidades de proteina.

Los resultados obtenidos, tanto para el receptor mutado deficiente en
acoplamiento a proteina G sin YFP (FLAG-5-HT,4-D120N) como para el receptor 5-
HT,A de serotonina nativo, estan de acuerdo con que el bolsillo de unién del receptor
no se haya visto afectado por la mutacion introducida en el receptor modificado, que
mostré una unién especifica del radioligando [*H]-ketanserina similar a la mostrada
por el receptor 5-HT,5-WT y dependiente de la cantidad de proteina utilizada en el

ensayo (Fig. 45).
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Fig. 45.- Unién especifica de [*'H]-ketanserina a homogenados de membranas de células CHO-
K1 expresando transitoriamente el receptor S-HT,,-WT o el receptor mutado deficiente en
acoplamiento a proteina G FLAG-5-HT,,-D120N. La union especifica del radioligando fue medida
empleando 1 nM de [*H]-ketanserina y 10 uM de metisergida. En la figura se muestran los resultados

correspondientes a un experimento llevado a cabo en duplicado.

ii. Caracterizacion del receptor mutado FLAG-5-HT,,-D120N-YFP

en cuanto a su capacidad de seializacion por la via de hidrolisis de

IPs

Para complementar la caracterizacion del receptor 5-HT,5 mutado deficiente
en acoplamiento a proteina G, se llevaron a cabo ensayos funcionales de medida de
hidrélisis de IPs estimulada por 100 uM 5-HT en células CHO-K1 expresando
transitoriamente el receptor 5-HT;4 nativo o bien el receptor mutado FLAG-5-HTx-

DI20N-YFP.

En el caso de la linea celular CHO-K1 transfectada transitoriamente con el
receptor 5-HT24-WT se observo una estimulacion de la hidrdlisis de IPs por 5-HT en
torno a 2 veces el valor de la basal, mientras que la estimulacion en la misma linea
celular transfectada transitoriamente con el receptor mutado FLAG-5-HT,5-D120N-

YFP fue practicamente nula (Fig. 46).
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Fig. 46.- Hidrdlisis de IPs estimulada por 100 pM 5-HT en células CHO-K1 transfectadas
transitoriamente con el receptor nativo 5-HT,,-WT o el receptor mutado FLAG-5-HT,,-
D120N-YFP. (-) Basal, (+) Estimulado con 100 uM 5-HT. En la figura se muestran los resultados

correspondientes a un experimento llevado a cabo en triplicado.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion del receptor mutado deficiente
en acoplamiento a proteina G generado, tanto en su capacidad de union de ligandos
como en su capacidad de sefializacion funcional por la via de hidrolisis de IPs,

confirmaron el comportamiento esperado para esta herramienta farmacolégica.

iii. Evaluacion de la existencia del fenomeno de senalizacion cruzada

entre protomeros del homodimero de receptores S-HT,4

Con la finalidad de investigar la capacidad de formacion de una unidad
receptorial funcional a partir de los dos protomeros complementariamente deficientes
descritos, el receptor 5-HT,5-S159R-YFP, deficiente en union de ligandos, y el
receptor FLAG-5-HT»4-D120N-YFP, deficiente en acoplamiento a proteina G, se
llevaron a cabo experimentos analizando de forma simultanea la hidrélisis de IPs y
liberacion de AA estimuladas por 5-HT en células CHO-KI1 transfectadas
transitoriamente con el receptor 5-HT,5-WT o con los receptores mutados 5-HT,4-
S159R-YFP y FLAG-5-HT»2-D120N-YFP de forma individual, asi como con ambos

receptores mutados en co-expresion.
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De acuerdo a lo esperado, tanto el receptor 5-HT;5-S159R-YFP como el
receptor FLAG-5-HT,5-D120N-YFP expresados de forma individual se mostraron
deficientes en sefalizacion en la via de hidrolisis de IPs (Fig. 47), a diferencia del
receptor de serotonina nativo 5-HT,4-WT, para el que se observd una estimulacion
de la hidrélisis de IPs en respuesta a 100 uM 5-HT del 208.13 £ 7.595 (% respecto a
la basal, basal = 100%, n = 2) (Fig. 47). La co-expresion de los receptores mutados
complementariamente deficientes no resultd en un rescate de la sefalizacion del
receptor 5-HT»4 a través de esta via de sefializacion mediada por proteinas G4, como
se observa por la imposibilidad de 5-HT a concentracion maximal (100 pM) de
estimular de forma significativa la hidrolisis de IPs en las células cotransfectadas
(Fig. 47), por lo que la cotransfeccion de ambos protdémeros mutados no dio lugar a
la formacion de homodimeros funcionales del receptor 5-HT,4 detectables al menos

a nivel de esta via de sefalizacion del receptor.

CHO-K1

250+
3 ~ 200+
5 S 31 pcDNA3-5-HT, ,-WT
£ 2 1504 1 pcDNA3-5-HT, ,-S159R-YFP
Z 1 pcDNA3-FLAG-5-HT, ,-D120N-YFP
‘g g 1004 =21 pcDNA3-5-HT, ,-S159R-YFP +
2, pcDNA3-FLAG-5-HT, ,-D120N-YFP

0- T T T T
5HT - + - + - + - +

Fig. 47.- Hidrdlisis de IPs estimulada por 100 pM 5-HT en la linea celular CHO-K1 transfectada
transitoriamente con los receptores 5-HT,,-WT, 5-HT,,-S159R-YFP o FLAG-5-HT,,-D120N-
YFP individualmente, o bien con los receptores S-HT,,-S159R-YFP y FLAG-5-HT,,-D120N-

YFP en cotransfeccion. (-) Basal, (+) Estimulado con 100 uM 5-HT. Los datos representan las

medias = EEM de dos experimentos llevado a cabo en triplicado.

El receptor 5-HT»a es capaz de estimular también la liberacion de AA por
mecanismos al menos parcialmente independientes de su activacion de proteinas Gag
(Felder y col., 1990), y se trata de un receptor para el que se ha descrito eficacia
colateral (o agonismo sesgado o sefializacion dirigida por agonista) (“colateral

efficacy”, “biased agonism”, “agonist-trafficking of receptor stimulus”), esto es, la

capacidad de que ciertos ligandos sefalicen preferentemente a través de una
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determinada via de sefalizacion de entre las moduladas por el receptor (Urban y col.,
2007), presumiblemente por estabilizar distintas conformaciones activas del mismo.
Teniendo esto en cuenta, y de cara a hacer una caracterizacion mas exhaustiva de la
posible complementacion funcional entre protomeros del homodimero 5-HT,a, se
incorporaron en los experimentos medidas simultaneas de hidrolisis de IPs y de
liberacion de AA en las células transfectadas transitoriamente con los distintos
receptores, de cara a investigar la posibilidad de complementacion funcional a nivel
de liberacion de AA estimulada por 5-HT en las células cotransfectadas con los

receptores mutados 5-HT,5-S159R-YFP y FLAG-5-HT,5-D120N-YFP.

Tanto el receptor 5-HT24-S159R-YFP como el receptor FLAG-5-HT)a-
DI20N-YFP, ambos expresados de forma individual en células CHO-KI1, fueron
incapaces de mediar una sefial detectable de liberacion de AA en respuesta a la
estimulacion con 100 uM 5-HT (Fig. 48). La co-expresion de ambos receptores
complementariamente deficientes tampoco resulté en una sefial de liberacion de AA
estimulada por 5-HT en las células cotransfectadas (Fig. 48). Sin embargo, y en
contra de lo observado en las medidas simultaneas de hidrolisis de IPs (Fig. 47), no
se observd una sefial detectable de estimulacion de la liberacion de AA en células

transfectadas con el receptor 5-HT,A-WT en respuesta a 100 uM 5-HT (Fig. 48).
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Fig. 48.- Liberacién de ['H]-AA estimulada por 100 pM 5-HT en la linea celular CHO-K1
transfectada transitoriamente con los receptores 5-HT,,-WT, 5-HT,,-S159R-YFP o FLAG-5-
HT,,-D120N-YFP individualmente, o bien con los receptores 5-HT,,-S159R-YFP y FLAG-5-

HT,,-D120N-YFP en cotransfeccién. (-) Basal, (+) Estimulado con 100 uM 5-HT. Los datos

representan las medias + EEM de dos experimentos independientes llevados a cabo en triplicado.

Ante estos resultados y de cara a verificar el correcto funcionamiento de la
metodologia empleada para la medida de liberacion de AA en nuestros experimentos,
se llevaron a cabo ensayos de medida de liberacion de AA en paralelo en la linea
celular CHO-5-HT,4-WT, que expresa establemente el receptor 5-HTo-WT y que
ha sido la linea empleada en la puesta a punto en el laboratorio de la metodologia de
medida simultanea de hidrolisis de IPs y liberacion de AA meditadas por el receptor
5-HTa, y en la linea parental CHO-K1 transfectada transitoriamente con el mismo

receptor.

En estos experimentos se pudo observar que, mientras que el receptor nativo
expresado establemente en células CHO-K1 media una liberacion de AA en
respuesta a 100 uM 5-HT detectable y en torno al doble de la liberacion basal, la
liberacion de AA por parte del receptor nativo transfectado transitoriamente en esta
linea celular no resultd detectable siguiendo nuestro protocolo experimental (Fig.
49). Esto indica que la sensibilidad de la metodologia de medida de liberacion de AA
empleada no nos permite abordar esta cuestion siguiendo el disefio experimental
planteado, por lo que no resulta adecuada para el estudio de la complementacion

entre protdmeros del homodimero 5-HT,s. Los resultados también ponen de
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manifiesto las diferencias en la magnitud de la sefal de estimulacion de la via del AA
por parte del receptor 5-HT, en un contexto de expresion estable o transitoria del
receptor, resultando como era de esperar una sefial mucho mas robusta en el caso de

la expresion estable (Fig. 49).
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Fig. 49.- Liberacion de [*'H]-AA estimulada por 100 pM 5-HT en la linea celular CHO-K1
expresando de manera estable o transitoria el receptor 5-HT,,-WT. (-) Basal, (+) Estimulado con
100 uM 5-HT. En la figura se muestran los resultados correspondientes a un experimento llevado a

cabo en triplicado.

Los experimentos llevados a cabo no han permitido detectar
complementacion funcional entre protomeros del homodimero 5-HT,,, descartando
asi un modelo de funcionamiento del mismo que implique sefializacion cruzada o

transactivacion entre protomeros complementariamente deficientes.
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II1. Evaluacion de la capacidad de complementacion entre
protomeros del homodimero de receptores 5-HT,, en

términos de localizacion subcelular

Estudios recientes han revelado que el proceso de homodimerizacion de
GPCRs, en particular para un modelo de GPCR de clase A como es el receptor 5-
HT,c de serotonina, puede ocurrir en el reticulo endoplasmatico, viajando como
entidad dimérica a través del aparato de Golgi hasta alcanzar la membrana
plasmatica, resaltando la importancia de las asociaciones diméricas para la correcta
localizacién subcelular del receptor (Herrick-Davis y col., 2006). Sin embargo,
algunos GPCRs presentan naturalmente en su secuencia dominios de retencion en el
reticulo endoplasmatico o pueden presentar mutaciones que conlleven la sintesis de
receptores deficientes en su plegamiento, lo cual impediria el correcto trafico
intracelular de los mismos, quedando retenidos en compartimentos intracelulares. Se
ha demostrado que la formacion de asociaciones diméricas u oligoméricas entre
receptores permite enmascarar dominios de retencion o sobrepasar estas potenciales
deficiencias en localizacion subcelular de los receptores de forma fisioldgica o como
estrategia experimental, lo que se traduce en un correcto transporte de los receptores
hacia la membrana plasmatica (Terrillon y Bouvier, 2004). Asi, en algunos
experimentos se ha conseguido rescatar la funcion del receptor deficiente por co-
expresion con el receptor nativo o diferentes receptores mutados, a través de la
formacion de dimeros en etapas tempranas de la biogénesis del receptor (Calver y

col., 2001; Kobayashi y col., 2009; Janovick y col., 2012).

Basandonos en estas observaciones, de cara a conocer mejor la funcionalidad
de los homodimeros de receptores de 5-HT,4 asi como obtener informacién adicional
sobre su formacion, nos planteamos investigar la capacidad de protdmeros
funcionales del receptor 5-HT,a de rescatar protdmeros potencialmente deficientes
en localizacién subcelular. Para ello, se generaron en este trabajo tres tipos de
receptores con mutaciones puntuales o motivos de retencion, alterando el trafico

correcto de los mismos y provocando su consecuente acumulacion en
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compartimentos intracelulares. Estos receptores fueron FLAG-5-HT,-ER-trapped,
FLAG-5-HT;5-W200A y FLAG-5-HT,-AxxxAxxxA-YFP, herramientas generadas
para lograr, mediante su co-expresion con los receptores 5-HT,a nativos, formar una
unidad receptorial funcional que alcance la membrana plasmética para su correcta

expresion.

i. Caracterizacion del receptor FLAG-5-HT,.-ER-trapped v estudios

de interaccion entre protomeros del homodimero de receptores 5-

HT,, empleando este receptor

Para abordar el Apartado III del Objetivo 1 de este trabajo, en primer lugar se
generd un receptor 5-HT,4 potencialmente deficiente en localizacion subcelular, el
receptor FLAG-5-HT,5-ER trapped, por su posible interés como herramienta para
evaluar la capacidad de protdmeros funcionales del receptor 5-HT,s de rescatar
protomeros deficientes en su localizacion subcelular a través de la formacion del
homodimero. Este receptor, del que se generaron dos construcciones albergadas en
los vectores pcDNA3 y pCEP4 respectivamente, se cred introduciendo un dominio
de retencion en el reticulo endoplasmatico (RE) (secuencia de aminoacidos:
KHILFRRRRGFR) en el extremo carboxi-terminal del receptor. Este dominio
corresponde al segmento carboxi-terminal de 14 aminoacidos del receptor oyc-
adrenérgico, y su insercion en distintos GPCRs resulta en receptores alterados en su
correcto plegamiento y salida del RE, resultando deficientes en su normal trafico

hacia la membrana plasmatica y localizacion subcelular (Wilson y col., 2005).

Estudio de la localizacién subcelular del receptor FLAG-5-HT,5-ER-

trapped mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal

Para caracterizar el comportamiento del receptor 5-HT,a-ER-trapped en
cuanto a distribucion subcelular de cara a valorar su utilidad como herramienta
bioldgica, se llevaron a cabo experimentos de inmunofluorescencia en células

transfectadas transitoriamente con construcciones de los receptores 5-HT,2-WT y 5-
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HT,-ER-trapped, ambos portando el epitopo FLAG en su extremo amino-terminal,

para su analisis por microscopia confocal.

En estos experimentos se tuvo en cuenta la posible influencia de la presencia
de suero fetal bovino en el medio de cultivo de las células sobre la distribucion
subcelular del receptor 5-HT,,, previamente descrita en la literatura (Bhattacharya y

col., 2010; Baldys y Raymond, 2011).

Las figuras 50 y 51 muestran la distribucion subcelular del receptor FLAG-5-
HT,4-WT y del receptor con el dominio de retencion en reticulo endoplasmatico
FLAG-5-HT,a-ER-trapped, analizada mediante inmunofluorescencia empleando un
anticuerpo anti-FLAG, en células HEK293 mantenidas en presencia (Fig. 50) o
ausencia (Fig. 51) de FBS durante las ultimas 24 horas antes de llevar a cabo la
inmunofluorescencia. En ambas figuras se incluyen imagenes correspondientes a
células no permeabilizadas, en las que el marcaje se restringiria a los receptores
presentes en la superficie celular, y a células permeabilizadas, en las que se podrian
observar tanto receptores presentes en la superficie celular como en compartimentos
intracelulares. Las células fueron en todos los casos transfectadas transitoriamente
bien con vector pcDNA3 vacio para determinar el fondo de la técnica (MOCK), o
bien con las construcciones de los receptores pcDNA3-FLAG-5-HT,5-WT o pCEP4-
FLAG-5-HT,5-ER-trapped.

Las figuras 50 y 51 muestran algunas diferencias en términos de distribucion
subcelular entre ambos receptores. En la figura 50, las imagenes correspondientes a
células no permeabilizadas indican que la expresion de receptores FLAG-5-HTx-
WT en la membrana fue superior a la del receptor FLAG-5-HT,-ER-trapped. Esto
no parece un reflejo de una menor expresion global de este receptor, como se deduce
a partir de las imagenes correspondientes a células permeabilizadas. En éstas, se
observa una sefial de inmunofluorescencia muy intensa para ambos receptores,
indicativa de una expresion global comparable para ambos receptores o incluso
superior para el caso del receptor modificado. Estas observaciones coinciden con el

comportamiento esperado para receptores nativos correctamente plegados capaces de
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seguir durante su sintesis la ruta de trafico intracelular normal hasta su destino en la
membrana plasmatica, a diferencia de los receptores con un dominio de retencidén
que les impide abandonar el reticulo endoplasmatico (Wilson y col., 2005;
Hanyaloglu y von Zastrow, 2008). En cualquier caso, los resultados también indican
una importante distribucion intracelular del receptor nativo, de acuerdo con
observaciones previas para el receptor 5-HT;a, para el que se ha descrito niveles
altos de expresion en compartimentos intracelulares proximos a la membrana
plasmatica aiin en ausencia de ligandos que promuevan su internalizacion (Lopez-

Gimenez y col., 2008).

La figura 51 muestra imagenes correspondientes a experimentos siguiendo el
mismo diseno que los recogidos en la figura 50, pero en este caso las células han sido
mantenidas en ausencia de FBS durante las 24 h previas a la inmunofluorescencia.
La observacion global de las imagenes indica que el FBS no es un factor que afecte
de forma determinante la distribucion global de los receptores 5-HT»4 analizados. La
sefial de inmunofluorescencia sigue siendo claramente mas intensa en células
permeabilizadas que en no permeabilizadas para ambos receptores en esta figura. Sin
embargo, las diferencias entre muestras no permeabilizadas y permeabilizadas para
cada receptor en estas condiciones parecen menores a las observadas en la figura 50.
Esto parece indicar una menor expresion global de ambos receptores en ausencia de
FBS. La comparacion de las sefales para cada receptor a nivel de la membrana
plasmatica (células no permeabilizadas) también indica menores diferencias entre los
niveles de expresion del receptor nativo y del retenido en el reticulo endoplasmatico,
lo que podria indicar que la ausencia de FBS disminuye en cierto grado la sintesis
proteica, proporcionando un tiempo suficiente para que los receptores deficientes
sintetizados completen un trafico intracelular correcto y se dirijan a la superficie
celular alcanzando la membrana plasmatica, similar a lo descrito para el receptor 5-

HT,A-WT en la literatura (Bhattacharya y col., 2010; Baldys y Raymond, 2011).
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Fig. 50.- Distribucion subcelular del receptor nativo FLAG-5-HT,,-WT y del receptor FLAG-5-
HT;s-ER-trapped, transfectados transitoriamente en células HEK293 en paralelo con vector
pcDNA3 vacio (MOCK), analizada mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Las
células fueron mantenidas en continua presencia de FBS y se muestran imagenes de células no
permeabilizadas (mitad superior) y permeabilizadas (mitad inferior). La figura muestra imagenes

representativas de las muestras analizadas.
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Fig.51.- Distribucion subcelular del receptor nativo FLAG-5-HT,,-WT y del receptor FLAG-5-
HT;s-ER-trapped, transfectados transitoriamente en células HEK293 en paralelo con vector
pcDNAS3 vacio (MOCK), analizada mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Las
células fueron mantenidas en ausencia de FBS durante las 24 h previas a la inmunofluorescencia y se
muestran imagenes de células no permeabilizadas (mitad superior) y permeabilizadas (mitad inferior).

La figura muestra imagenes representativas de las muestras analizadas.
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A la vista de estos resultados, podemos concluir que la introduccion de un
dominio de retencidn en reticulo endoplasmatico en la secuencia del receptor 5-HTxa
resulta en una expresion deficiente del receptor a nivel de la membrana plasmatica,
de acuerdo a lo hipotetizado en el momento de su disefio. El receptor 5-HT,5-ER-
trapped puede considerarse, por tanto, una herramienta potencialmente util para
abordar el estudio planteado en el Apartado III del Objetivo 1 de este trabajo, esto es,
investigar la capacidad de complementacion entre protdémeros del homodimero de
receptores 5-HT,a en términos de localizacion subcelular y el posible papel de la

dimerizacion en el trafico intracelular del receptor.

Cuantificacion de la expresion en membrana del receptor FLAG-5-HT4-

ER-trapped

Con el objetivo de analizar la distribucion subcelular del receptor FLAG-5-
HT,4-ER trapped mediante una técnica complementaria cuantitativa, se abordo6 la
puesta a punto de medidas de cell surface ELISA, un inmunoensayo basado en el
empleo de anticuerpos generados contra epitopos extracelulares de los receptores en
c¢lulas no permeabilizadas, que permite la cuantificacion especifica de los receptores
localizados en la membrana celular. Para ello, se emplearon como en el apartado
anterior células HEK293 transfectadas transitoriamente con vector vacio (pcDNA3)
como control negativo de expresion, o con las construcciones pcDNA3-FLAG-5-
HT4-WT, pCEP4-FLAG-5-HT>s-ER-trapped, o pcDNA3-FLAG-PTHR, el receptor
tipo 1 de la hormona paratiroidea, un GPCR de la clase B de conocida expresion a
nivel de la membrana plasmatica empleado aqui como control positivo. En estas
transfecciones se siguieron disefios y protocolos experimentales iguales a los
empleados en la generacion de las muestras analizadas por microscopia confocal y
descritas en el apartado anterior. En todos los casos se empled anticuerpo anti-FLAG
comercial y se siguieron protocolos previamente descritos en la literatura (Hawtin y
col., 2006; Canals y col.,, 2009), llevandose a cabo diferentes optimizaciones

fundamentalmente en cuanto a nUmero de células sembradas por pocillo,
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composicion de la soluciéon de bloqueo y condiciones de bloqueo, diluciones de

anticuerpos primario y secundario, y protocolos empleando células vivas o fijadas.

Los resultados obtenidos en las distintas condiciones experimentales
evaluadas reprodujeron en todos los casos un patrén similar al que se muestra en la
figura 52. En concreto, los niveles de sefial especifica detectada para el receptor 5-
HT24-WT fueron muy bajos (en torno a un 15% sobre la basal), no permitiendo un
adecuado analisis cuantitativo de las posibles diferencias entre este receptor y el
receptor FLAG-5-HT,s-ER-trapped. Para el receptor FLAG-5-HT,5-ER-trapped no
se detectaron en general sefiales especificas, obteniéndose valores no distinguibles
del valor basal, mientras que la sefial obtenida para el receptor FLAG-PTHR fue en
todos los casos considerablemente elevada, hasta unas 30 veces superior a la

obtenida para el receptor 5-HT,4-WT (en torno a 400%)(Fig. 52).

HEK293

= pcDNA3

E1 pcDNA3-FLAG-5-HT, ,-WT

1 pCEP4-FLAG-5-HT; A-ER-trapped
E= pcDNA3-FLAG-PTHR

(% sobre la basal)
(]
[—J
[—)
[l

-100-

Unidades de luminiscencia relativas

Fig. 52.- Medida de la expresion en membrana plasmatica de receptores conteniendo el epitopo
FLAG en su extremo amino-terminal, mediante cell surface ELISA empleando anticuerpos
anti-FLAG, en células HEK293 transfectadas transitoriamente con vector pcDNA3 vacio, o con
construcciones del receptor nativo FLAG-5-HT,,-WT, del receptor FLAG-5-HT,,-ER-trapped,
o del receptor FLAG-PTHR. En la figura se muestran los resultados correspondientes a un

experimento llevado a cabo en decaduplicado.

Una posible explicacion de estas diferencias tan notables entre GPCRs
nativos podria hacer referencia al hecho de que el receptor 5-HT,a presenta atn en
ausencia de ligandos que promuevan su internalizacion, niveles altos de expresion en

compartimentos intracelulares proximos a la membrana plasmatica, segun se ha visto
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en el presente trabajo y aparece descrito en la literatura (Lopez-Gimenez y col.,
2008). El receptor PTHR, sin embargo, es un GPCR que presenta en general una
distribucion muy marcada a nivel de la membrana plasmatica con escasa distribucion
intracelular en ausencia de ligandos que promuevan su internalizacion (Castro y col.,

2005).

Estos resultados parecian indicar una falta de sensibilidad de la técnica para la
determinacion de los niveles de expresion de receptores 5-HT,o de serotonina en
membrana plasmatica, mas que una inadecuada puesta a punto de la misma. Por ello,
la descartamos para posteriores estudios de cuantificacion de la expresion y

distribucion subcelular de receptores 5-HT»4 en células intactas.

Medidas de la expresion funcional del receptor FLAG-5-HT,,-ER-trapped

mediante ensayos de union de radioligandos

Como alternativa a la cuantificacion especifica de los receptores presentes en
la membrana celular mediante la técnica de cell surface ELISA y para obtener una
medida de los niveles de expresion funcional del receptor FLAG-5-HTa-ER-
trapped, se abordd la deteccion de la expresion funcional de los receptores mediante
ensayos de union de radioligandos, en este caso en células CHO-K1, linea celular
empleada previamente en los ensayos de unioén de radioligandos en homogenados de
membranas en este trabajo. Para ello, se llevaron a cabo transfecciones transitorias
del receptor 5-HT»2-WT asi como de las construcciones del receptor FLAG-5-HTx-
ER-trapped albergadas tanto en el vector pcDNA3 como en el vector pCEP4, en
células CHO-K1, determinandose la unién especifica del radioligando [*H]-

ketanserina en homogenados de membranas.

Los resultados obtenidos para ambas construcciones del receptor FLAG-5-
HT,4-ER-trapped reflejaron una pérdida de unién especifica de [H]-ketanserina en
comparacion con el receptor nativo 5-HT5-WT para las dos cantidades de proteina
empleadas en los ensayos (Fig. 53). La pérdida de capacidad de uniéon de ligandos

por parte del receptor modificado, y teniendo en cuenta los resultados de los
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experimentos de inmunofluorescencia y microscopia confocal, parece indicar una
pérdida de expresion funcional del receptor en términos de unidn especifica de [*H]-
ketanserina en la preparacion de membranas, que no alcanzaria niveles comparables
a los del receptor nativo, aunque los experimentos llevados a cabo no nos permiten
descartar alteraciones en el bolsillo de uniéon que comprometan la afinidad del
receptor FLAG-5-HT,4-ER-trapped por los ligandos. La comparacion de las dos
construcciones generadas para este receptor, indicd una mayor capacidad de union
para la construccion albergada en el vector pCEP4 que en el vector pcDNA3, aunque
las diferencias no resultan significativas. Aunque en principio las células de roedor
CHO-K1 empleadas en estos ensayos no serian capaces de albergar la replicacion
extracromosomal del plasmido pCEP4, transfecciones transitorias con el vector
pCEP4 en algunas lineas celulares han dado lugar a incrementos en la expresion atin
en ausencia de replicacion del plasmido (Kunaparaju y col., 2005), posiblemente por
una facilitacion del transporte intranuclear del plasmido mediada por los elementos
oriP y/o EBNA-1 (Léngle-Rouault y col., 1998). Esto podria explicar la tendencia
observada en estos experimentos a una mayor expresion funcional en términos de
unién especifica de [*H]-ketanserina para el receptor FLAG-5-HT,s-ER-trapped
albergado en el vector pCEP4 que en el vector pcDNA3 en transfecciones

transitorias en células CHO-K1.
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Fig. 53. Uni6n especifica de [*H]-ketanserina a homogenados de membranas de células CHO-K1
transfectadas transitoriamente con el receptor 5-HT,,-WT o con el receptor deficiente en
localizacion subcelular FLAG-5-HT,,-ER-trapped, albergado en los vectores pcDNA3 y pCEP4.
La union especifica del radioligando fue medida empleando 1 nM de [*H]-ketanserina y 10 uM de
metisergida. En la figura se muestran los resultados correspondientes a un experimento llevado a cabo

en triplicado.

Una caracterizacidon mas exhaustiva de la construccion pCEP4-FLAG-5-
HT,4-ER-trapped, que fue la construccion empleada en los experimentos descritos en
los dos anteriores apartados de esta seccion, indicé un nivel de expresion funcional
en términos de unién especifica de [*H]-ketanserina para el receptor FLAG-5-HT)4-
ER-trapped en torno al 25% de la observada para el receptor nativo (Fig. 54). Los
valores de unién especifica de [3 H]-ketanserina para el receptor FLAG-5-HTy4-WT
expresados en % en relacion a la cantidad de proteina mas alta fueron de 41.15 +
3.69 %, 62.58 + 15.47 % y 100 + 37.41 %, para 50, 100 y 150 pg prot./tubo,

respectivamente.
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Fig. 54. Uni6n especifica de [*H]-ketanserina a homogenados de membranas de células CHO-K1
transfectadas transitoriamente con las construcciones pcDNA3-5-HT,,-WT o pCEP4-FLAG-5-
HT,,-ER-trapped. La union especifica del radioligando fue medida empleando 1 nM de [*H]-
ketanserina y 10 uM de metisergida. En la figura se muestran los resultados correspondientes a un

experimento llevado a cabo en duplicado.

Los resultados obtenidos en la medidas de la expresion funcional del receptor
FLAG-5-HT,a-ER-trapped mediante ensayos de union de radioligandos fueron
coherentes con lo observado en ensayos de inmunofluorescencia y microscopia
confocal, donde se constatd una deficiencia en la capacidad para el correcto trafico e
insercion en la membrana plasmatica del receptor FLAG-5-HT,s-ER-trapped, por lo
que lo consideramos una herramienta util para abordar los estudios planteados en el

Apartado III del Objetivo 1 de este trabajo.

Estudio de la complementacion entre protdmeros en términos de

localizacion subcelular de los receptores 5-HT,,-WT y 5-HT,5-ER-trapped

Una vez caracterizado el receptor 5-HT,a conteniendo un motivo de retencion
en reticulo endoplasmatico en el extremo carboxi-terminal FLAG-5-HT,5-ER-
trapped, se llevaron a cabo diferentes aproximaciones experimentales para estudiar la
posible complementacién entre protdomeros del homodimero 5-HT,4 y el posible
efecto de rescate de los protomeros deficientes en localizacion por parte de
protomeros nativos en células co-expresando los receptores 5-HTo-WT y FLAG-5-

HT,A-ER-trapped.
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En primer lugar, se