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RESUM

El receptor de serotonina del tipus 1A (5-HT1a), el de galanina de tipus 1 (GalR1) i
el receptor orfe 39 (GPR39) pertanyen a la superfamilia dels receptors acoblats a
proteina G. Tots tres receptors comparteixen, entre d’altres caracteristiques, una
relaci6 amb la fisiopatologia de la depressi6 unipolar associada amb la preséncia
de zinc. El paradigma actual, respecte a la unitat funcional d’aquests receptors, és
que no actuen en forma monomeérica siné mitjancant complexos que involucren
interaccions especifiques amb ells mateixos o amb altres receptors de la mateixa
familia. Aix0 els hi permet augmentar les seves possibilitats funcionals
exponencialment, permetent una gran versatilitat a partir d’'un nombre fix de
receptors, i en consequéncia també augmenta el nombre de possibilitats

d’abordatge farmacologic.

L’heterodimeritzacié entre el receptor 5-HT1a i el GalRs s’ha descrit préeviament
com una interaccié antagonica que podria donar lloc a la depressioé unipolar. En
aquesta tesi s’ha demostrat que aquesta interaccié s’evita en presencia de zinc,
donant una explicacié racional a I'efecte antidepressiu ampliament descrit per a
aquest cati6. Tot i que no hi havia cap evidéencia publicada respecte a la interaccio
d’aquests dos receptors amb el GPR39, un receptor que és activat pel zinc i
I'expressio del qual depén de la concentracié del mateix, en aquesta tesi s’ha
demostrat la capacitat d’interaccié6 d’aquests tres receptors, tant en les formes
GPR39-5-HT1ai 5-HT1a-GalR1 com en el trimer GPR39-5-HT1a-GalR1. A més, s’ha
trobat que la capacitat funcional dels receptors es veu modificada segons el tipus
d’interaccié en la que aquests receptors participen, de manera que les formes
monomeriques i oligomeriques presenten una capacitat de senyalitzaci6 diferent.
Aix0 faria pensar que en el cervell huma podrien trobar-se totes les configuracions
potencials de receptors, i que la preséncia d’unes o altres estaria regulada per la
concentracié de zinc. L’aprofundiment en el mecanisme molecular detallat de
I'efecte del zinc en aquestes interaccions hauria de permetre el desenvolupament

de nous farmacs per a una malaltia d’alta prevalenca en la poblacié mundial.
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1.1. ELS RECEPTORS ACOBLATS A PROTEINA G
1.1.1. Estructura i caracteristiques

Els GPCRs (receptors acoblats a proteina G), també anomenats seven
transmembrane receptors (7TMRs), receptors heptahelicoidals o receptors de
serpentina, sén una extensa familia de receptors transmembrana que participen
en la senyalitzacid cel-lular i en la transduccié de senyals iniciats per diferents
estimuls com ara ions, péptids, llum i neurotransmissors, entre d’altres [1]. S’ha
descrit I'existencia d’'uns 800 GPCRs diferents en el genoma huma [2], que es
classifiquen en 6 families (A-F) d’acord amb I’'homologia de sequiéncia i les seves
caracteristiques funcionals [3]. EI seu nom prové del fet que s’acoblen a una
familia de proteines heterotrimériques, les proteines G, que son les responsables

d’activar diverses cascades de senyalitzacio, donant lloc a la resposta cel-lular [1].

L’estructura terciaria dels GPCRs es caracteritza per estar formada per un
segment extracel-lular, corresponent a I'extrem N-terminal, seguit per set dominis
helicoidals transmembrana connectats per tres nanses extracel-lulars, i una cua
intracel-lular corresponent a I'extrem C-terminal. Aquests receptors es troben en la
membrana plasmatica amb les seves hélix inserides en la bicapa lipidica, de
manera que formen una butxaca d’uni6 on poden unir-s’hi els lligands. La
preséncia d’un bon nombre de residus conservats, juntament amb alguns motius
estructurals, és una de les caracteristiques principals dels dominis
transmembrana. Els GPCRs es caracteritzen per tenir dos trets distintius: el motiu
conegut com a DRY en el costat citoplasmatic i un pont disulfur a la cara
extracel-lular del receptor, tots dos conservats en tots els receptors descrits fins al
moment [4]. Cal destacar que la meitat dels farmacs que es troben actualment en
desenvolupament o ja a la venda tenen com a diana un GPCR, amb un volum de

vendes superior als 50.000 milions de dolars [5].

La figura 1 correspon a una representacié esquematica d’'un GPCR, concretament

a 5-HT1a (receptor de serotonina tipus 1A).
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I Medi extracel-lular

Vil

Citosol

Figura 1. Representacio esquematica d'un GPCR, concretament de 5-HTia. Hi destaquen les
caracteristiques estructurals comunes en aquests receptors: set hélix transmembrana connectades per tres
nanses intracel-lulars i tres nanses extracel-lulars, el pont disulfur i el domini DRY. L’extrem N-terminal es
troba en el medi extracel-lular i I'extrem C-terminal en el citosol. La figura ha estat elaborada mitjangant el

programari Powerpoint.

El paradigma inicial descrivia els GPCRs com a receptors que actuaven de forma
monomerica, perd l'evidéncia experimental recollida durant les passades dues
décades ha demostrat que aquests receptors tendeixen a interactuar en forma de
dimers o oligobmers d’ordre superior. A més a més, s’ha proposat que aquestes
agrupacions de receptors constitueixen les unitats funcionals responsables de les
seves accions fisiologiques. Tot i aixd, encara no es coneix exactament el
mecanisme d’interaccidé a nivell estructural (regions fisiques implicades en la
interaccid) ni tampoc es coneixen les seves implicacions funcionals en detall. Tot i

que cada dia sorgeixen noves evidéncies que donen suport a aquest concepte
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d’oligomers estables, també cada dia s'estén més el debat sobre el fet de que, en
alguns casos, aquest tipus d’interaccions podrien ser de caracter transitori. Per
tant, es tracta d’interaccions I'arquitectura i consequéncies de les quals, avui en

dia, es coneixen només de forma superficial.

Els GPCRs es divideixen en dues families: GPCRs per als quals es coneixen els
seus lligands enddgens, també coneguts com GPCRs no orfes, i GPCRs per als
quals no es coneixen els seus lligands endogens, coneguts com GPCRs orfes i
anomenats GPR seguit d’'un nombre. En la figura 2 es mostra el percentatge
d’aquests receptors en les diferents families de GPCRs. Tot i que alguns han estat
desorfenitzats (50 en els ultims 20 anys), avui dia encara molts GPCRs romanen
orfes (més de 140) [6]. Pero, la velocitat de desorfenitzacio ha baixat degut a la
manca de possibles lligands [7]. Actualment s’esta fent un esfor¢ importat per tal
de trobar els lligands naturals dels GPCRs orfes, ja que representen un ninxol

important per al descobriment de nous farmacs [8].

I:I Class I: orphans n Class llI: orphans
3r% n Class I: knowns n Class lll: knowns
D Class lI: orphans D Other: orphans

D Class II: knowns I:I Other: knowns

Figura 2. Representacié grafica del percentatge de receptors orfes i no orfes dintre de cada familia de
GPCRs. Destaca que practicament hi ha tants GPCRs orfes com no orfes en cadascuna de les families.

Imatge extreta de [9].

31



1.1.2. La dimeritzacié dels GPCRs.

El fenomen d’homodimertizacié es va descriure per primera vegada a mitjans del
anys 70. L’any 1975, Lefkowitz, Limbird i col-laboradors van descriure per primer
cop la preséncia d’interaccions cooperatives entre receptors (-adrenérgics que
podien estar involucrades en la regulacid6 de [lactivitat del receptor. Pero,
desconeixien el mecanisme molecular subjacent a aquestes interaccions [10].
Més tard es va publicar que aquest fenomen era degut a les interaccions entre
receptors, on es va descriure la interaccid entre receptors monoamineérgics i
dopaminergics i entre dopaminergics i glutamatergics mitjancant interaccions
intermembranoses [11]. Aquest mecanisme especific va ser descrit amb el nom de
‘the receptor mosaic hypothesis of the engram” [11-13] i a partir de llavors els
fendbmens d’homodimeritzacié i heterodimeritzaci6 han adquirit una gran
rellevancia en el camp de la recerca en GPCRs. Amb el titol “GABABs receptors
function as a heteromeric assembly of the subunits GABAsR1 and GABAgR?’, es
va descriure per primer cop el procés d’heterodimeritzacid entre dos GPCRs [14]
(figura 3) i a més a més, també es va demostrar que la dimeritzacié entre GPCRs
reforcava la senyalitzacié i I'activacidé de canals del tipus GIRK (canals d’entrada
de potassi acoblats a proteina G). Actualment la interaccié entre GPCRs per a
formar homooligdmers o heterooligomers esta ampliament acceptada per la
comunitat cientifica, deixant obsolet el model classic de que els mondomers

constitueixen les uniques unitats funcionals en els GPCRs.

Figura 3. Imatges de la colocalitzacio entre els receptors
GABAsR; (receptor de lacid gamma-aminobutiric) i GABAsR2 en
cél-lules HEK293T, corresponents al primer heterodimer descrit.
El senyal verd correspon a GABA:R; (tincio FITC, isotiocianat de
fluoresceina) i el vermell a GABAsR: (tinci6 TRITC, Isocianat de
tretrametilrodamina). El senyal groc correspon a la superposicio

dels senyals anteriors mostrant la colocalitzaci6 dels receptors.

Imatge obtinguda de [14].
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De fet 'any 2003 es va publicar la primera imatge on s’observaven de manera
directa dimers de GPCR, concretament de rodopsina [15], per mitja de

microscopia de forca atomica (figura 4).

Figura 4. Dimers de rodopsina. En la imatge s’observen linies de parelles de dimers de rodopsina aixi com
també dimers sols (cercles). Les fletxes indiquen monomers sols. Es tracta d’'una imatge obtinguda per

microscopia de forga atdmica [15] de la membrana dels discs dels bastons.

Actualment, existeixen dues bases de dades sobre oligdbmers entre GPCRs,
accessibles a través de la web. La primera s’anomena GRIP (http://grip.cbrc.jp/
GRIP/), corresponent al nom complet de GPCR Interaction Partners. La segona
s’anomena GPCR-OKB (http://www.gpcr-okb.org) corresponent al nom complet de

The GPCR-Oligomerization Knowledge Base Project.

L’heterooligomeritzacié és un fenomen que també es dbna entre GPCRs orfes i
no orfes, la qual cosa comporta una certa rellevancia, ja que podria clarificar la
funcionalitat d’alguns receptors orfes. Basant-se en [|’heterodimeritzacio
demostrada entre GPR50 (receptor orfe 50) i MT+ (receptor de melatonina tipus 1)
es va proposar I'existencia de dues families de receptors orfes: els receptors orfes
“reals”, entesos com aquells que so6n autosuficients, és a dir, aquells que actuarien
sense ser activats per lligand amb l'inica funcié de regular l'activitat d’altres
GPCRs, i els receptors per als quals encara no es coneix quin és el seu lligand

[6]. Es dbna la circumstancia que tots els heterodimers entre receptors orfes i no
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orfes pertanyen a les mateixes subfamilies de GPCRs, motiu pel qual, els estudis
d’homologia constitueixen una bona estrategia a aplicar en la determinacio
d’heteromers entre receptors orfes i no orfes amb propietats fisiologiques

rellevants [16].

A mesura que s’ha anat establint 'oligomeritzacié entre GPCRs, han anat sorgint
diferents interrogants al respecte, com ara quin és el mecanisme d’interaccidé o
quin és el grau d’estabilitat que aquesta presenta. Sobretot aquesta ultima questio
ha estat ampliament debatuda. L’any 2012 es va demostrar, que almenys per a
alguns receptors, aquestes interaccions podrien ser transitories. El receptor M1 es
va marcar amb un lligand fluorescent amb una estequiometria 1:1, de manera que
la quantitat de receptor en un determinat estat podia determinar-se mitjancant la
intensitat de la llum. Els resultats obtinguts van consistir en un patr6 de canvi
d’intensitat corresponent a I'equilibri entre la forma monomerica i la forma dimeérica
(figura 5) [17]. Altres estudis mostren, que almenys en el cas de receptors
aminergics, la forma predominant és la dimerica, ja que no es van trobar
evidencies de la presencia d’equilibri entre formes monomeériques i dimeriques
[18]. A més a més, més recentment han aparegut publicacions que defensen la
formaci6 d’oligobmers d’ordre superior [19]. Per tant, encara no queda gaire clar
com s’organitzen els GPCRs en la membrana, possiblement la resposta correcta
sigui que depén de les condicions
fisiologiques que es donen en cada

moment.

Figura 5. Monomers i dimers de Mi. La imatge
correspon a una captura puntual del video que
mostra el canvi d’intensitat corresponent a I'equilibri
entre les dues formes. La inserci6 mostra una regioé
de 5X5 um2 que conté quinze objectes, quatre d’'una
intensitat consistent amb la forma dimeérica i 11 d’una

intensitat corresponent a la forma monomeérica [17].
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La major part de la informaci6 respecte I'heterooligomeritzaci6 en GPCRs esta
basada en experiments in vitro, perd, és necessari comprovar la informacié que
aquests proporcionen in vivo, ja que en aquest sentit la informaci6é de la qué es
disposa és escassa, degut a la manca de metodologies apropiades. De fet la
IUPHAR (uni6 internacional de farmacologia basica i clinica) només accepta com
a valids aquells heteromers I'existencia dels quals ha estat provada en teixits

natius o en animals vius, entre d’altres requisits [20].

1.1.3. Superficies d’interaccié entre GPCRs.

Des del moment en qué es coneix que un GPCR s’estructura en homomers o
heteromers, el seglent pas consisteix en identificar el epitops, aminoacids o
regions involucrades en aquest procés. No es tracta d’una feina facil, degut a la
manca de coneixement de I'estructura tridimensional d’aquestes proteines a nivell
atomic. Per tal de facilitar aquesta tasca, s’han desenvolupat diferents metodes
bioinformatics per determinar les superficies d’interacci6 entre GPCRs. La
caracteristica comu entre tots els algorismes emprats és que estan basats en
alineaments de sequiencia, amb la idea subjacent de que els aminoacids
pertanyents a les superficies d’interaccié son importants per als receptors i que

per aquest motiu es troben evolutivament conservats.

Uns dels primers métodes aplicat als GPCRs va ser ‘the evolutionary trace
method”. Basat en homologia de sequéncia, aquest algorisme permet la prediccid
dels residus potencialment implicats en la interaccié. Aquests residus es
divideixen en dos tipus: residus conservats i residus especifics de classe [21].
Seguidament, es va proposar un nou algorisme basat en “the correlated mutations
analysis”, un métode que selecciona aquells aminoacids les mutacions dels quals
s’han conservat evolutivament [22]. L’any 2009 es va desenvolupar un programari
anomenat GRIP, basat en I'alineament multiple de sequéncies. GRIP identifica els

aminoacids especifics implicats en una determinada interacci6 [23].

35



Més recentment, Fuxe i Tarakanov, per mitja d’'una aproximacié matematica
(basada en homologia de sequencia), van proposar que la interaccidé entre
GPCRs estava basada en uns agrupaments especifics de triplets d’aminoacids
que servirien com a guies adhesives per a la formacié de fermalls d’aminoacids,
que serien capacos de formar interaccions suficientment fortes. Aquest algorisme
s’ha utilitzat amb aquesta finalitat en aquesta tesi. Els autors proposaven els una
serie de triplets, com pro-triplets (triplets formadors d’oligobmers) de forma general.
Aquests estaven formats per aminoacids amb les seglents caracteristiques:
aminoacids caracteristics de motius rics ens leucina (L, | i V), aminoacids
susceptibles de fosforilacid (S i T) i aminoacids amb carrega, tant positiva com
negativa (E, D, R, Ki H).

Els triplets proposats eren els seguients: LNL, LVI, LPF, AlV, IDR, LLT, VLS, ILS,
TSL, LIL, ILI, APL, LYS, AAR, LLI, LVA, TLV, LSL, SSL, ASI, IIY, TAV, ITL, PFF,
AAV, LLP, LLE, LLG, LVL, KSL, NSL, IIL, VIL, ATL, FNI, FGN, SVS, VAI, VFV, AlS,
SNS, aixi com també proposaven una llista de triplets amb funcié oposada [24]. A
més a més, en diferents publicacions es descriu la possible implicacié d’alguns
d’aquests pro-triplets en la interaccié entre determinats receptors. Per exemple,
els triplets SNS i LAR van ser proposats per a I'heterodimer 5HT1a-GalR1 , mentre

que els triplets LLT i AIS per al format entre D2 i 5-HT2a [25].

Es important destacar que els resultats obtinguts mitjancant aquestes
aproximacions difereixen entre ells, demostrant que la informatica per ella sola no
és suficientment potent per a predir amb precisidé I'estructura quaternaria que
adopten les proteines. Per aquest motiu, cal combinar els metodes bioinformatics
amb meétodes experimentals adequats. La taula 1 proporciona una visid¢ global
resumida de les diferents estratégies utilitzades en aquest camp. Com es pot
apreciar, el FRET (transferéncia d’energia de ressonancia) i el BRET
(transferéncia d’energia de ressonancia de bioluminescencia) sén les técniques

experimentals més ampliament utilitzades.
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5-HT1a-5- , Trp175, Tyr198, Models computacionals
HT1a TMATTMS | Arg151 i Arg152 i FRET.
: Cys 112i Cys Models computacionals,
5-HT4-5-HT4 | TM3iTM4 145 BRET i Co-IP
ADRas- TM1/TM4 i .
ADRa1s TM5/TM6 FRET i Co-IP
C5a-Cha TM}’JE"Z ! Cys 144 Disulfide trapping
CCR5-CCR5 | TM1iTM4 | lle52iVal1 50 |  odels computacionals
i FRET
CXCR2- ECL2-TM3- |De Ala 106 a Lys Co-IP
CXCR2 ICL2 163
M-opioid-D+ C-ter BRET
D2-Do2 TM4 Immunoblot
0-opioid- TM3, TM4,
5-opioid ™5 i TM6 Models moleculars
TM1, TM5 |
Ms-Ms ™7 BRET
TM1, TM2 i
NTS:-NTS4 TM4, Models moleculars
Opsina- . o
Opsina Trp175i Tyr 206 CuP cross-linking
. Leu-Leu-Thri . -
D2-5-HT2a T™M1iTM3 Ala-lle-Ser Bioinformatica
Ma-M ECL2, ECL2i | Cys 140iCys Immunoblot, Disulfide cross-
o T™M5 220 link i Co-IP
IL3, C-teri Epitops acids/
A2A-CB1-D2 ™5 basics BRET-SRET
IL2, TM4 i
Ro-Ro ™5 AFM
Ms-Ms IL3 BRET, Immunoprecipitation
Models computacionals
TPa-TPb ™A1 FRET.
pAD, OIS T gera74 FRET i BRET
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Taula 1. Diferents superficies d'interaccié entre oligomers de GPCRs. La taula especifica I'oligomer, la
superficie d’interacci6 i la metodologia mitjancant la qual ha estat determinada. Les referéncies
bibliografiques son les seglents (de dalt a baix): [26], [27], [28], [29], [30], [31], [32], [33], [34], [35], [36], [37],
[25], [38], [39], [15], [40], [41] i [42]. Abreviatures: 5-HT2a (receptor de serotonina tipus 2A), 5-HT4 (receptor de
serotonina tipus 4), A2A (receptor d’adenosina tipus 2A), ADRaig (receptor adrenérgic tipus alfa 1B), AFM
(microscopia de forga atdomica), C-ter (extrem C-terminal), C5a (receptor del component del complement 5a),
CCR5 (receptor de quimiosina tipus 5), Co-IP (co-immunoprecipitacié), CuP (Cu2+-fenantrolina), CXCR2
(receptor de quimiosina tipus 2), D1 i D2 (receptors de dopamina 1 i 2), ECL (nansa extracel-lular), ICL (nansa
intracel-lular), M3 i Ms (receptors muscarinics tipus 3 i 5), NTSy (receptor de neurotensina tipus 1), Ro
(rodopsina), SRET (transferéncia d’energia de ressonancia sequencial), TM (transmembrana), TPa (receptor

de tromboxa tipus a) i TPb (receptor de tromboxa tipus b).

De l'analisi de la informaci6é continguda en aquesta taula se’n desprén que en el
procés d’homooligomeritzacié o heterooligomeritzacié entre GPCRs hi participen
una gran varietat d’aspectes, i que, fins al moment, no existeix un model unificat.
Semblaria que no existeix un mecanisme universal d’interacci6é entre GPCRs, sind
que es tracta de mecanismes especifics que depenen dels receptors implicats.
Per tant, cal continuar treballant en aquest camp, sobretot tenint en compte la

importancia d’aquests complexos per a la investigacié de nous farmacs.

1.1.4. Oligomers de GPCRs i senyalitzacio
Els GPCRs es caracteritzen per la seva implicaci6 en una gran varietat de
processos fisiologics. Aixo els hi confereix un gran atractiu des del punt de vista
farmacologic. En aquest sentit I'oligomeritzacié augmenta el seu potencial, ja que
amplia les possibilitats de dianes farmacologiques i n‘augmenta la seva
versatilitat.

Els oligdbmers modifiquen el comportament dels monomers en tres aspectes:

- Trafficking: alguns receptors que no internalitzen de forma natural ho fan

quan es troben associats amb altres receptors i viceversa [43].
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« Exportacié a membrana: molts receptors, tot i que hi ha algunes excepcions,
han d’oligomeritzar en el reticle endoplasmatic o en I'aparell de Golgi per tal
de ser transportats correctament a la membrana plasmatica [44].

+ Senyalitzacio: tant I'especificitat de lligand, la potencia del mateix com el
tipus de proteina G a la que s’acobla un determinat receptor pot ser

modificada com a resultat de I'associacié amb un altre.

Aquest ultim punt és de gran rellevancia des del punta de vista farmacologic, ja
gue amplia el nombre de dianes farmacologiques i permet l'estudi de nous
tractaments, perd, malgrat aix0, avui dia encara no es disposa de cap sistema que
permeti predir la modificacié del comportament d’'un determinat GPCR en funcid
del seu estat de complexacio6 [45]. Es sabut que la modificacio de la senyalitzacio
pot ser deguda a dos motius: d’una banda pot modificar I'efecte dels lligands
especifics (tant agonistes com antagonistes) i de I'altra afectar la funcionalitat, és

a dir la interaccié amb la proteina G.

Respecte a la modificaci6 de l'efecte d’un lligand especific, en la literatura
apareixen descrites diferents possibilitats, a continuaci6 se’n detallen alguns

exemples:

+ Augment de I'afinitat del receptor pel seu lligand. Per exemple, s’ha descrit
que el luzindol presenta 100 vegades més afinitat per I'heterodimer MT1-MT>
que per ’homodimer MT2 [46].

+ Disminuci6 de l'afinitat del receptor pel seu lligand. En el cas dels receptors
opioids p i O i dels agonistes DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-
encefalina) i DPDPE ([D-Pen(2),D-Pen(5)]-encefalina) respectivament,
I'afinitat és 10 vegades menor per a I’heteromer que per als monomers per
separat [47].

« Un dels receptors presents en el complex inhibeix o incrementa la
senyalitzaci6 de laltre. Es el cas de GPR55 (receptor orfe 55) i CBi
(receptor cannabinoid de tipus 1). Mentre que la capacitat de senyalitzacié

de CBs es veu incrementada per la presencia GPR55, aquest ultim té la
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seva senyalitzaci6 inhibida com a consequeéncia de la presencia del primer
[48].

Respecte a 'acoblament i activacid de proteines G, el model més acceptat és el
que dona suport al fet de que tant els homodimers com els heterodimers
s’uneixen a una unica proteina G. Aquesta interaccio es dona a través de la nansa
intracel-lular 2 de cadascun dels monomers i la nansa intracel-lular 3 del monomer
que s’acobla a la proteina G [49]. D’acord amb aquesta teoria, es poden donar
dos models de cooperativisme entre monomers: simetrica ('agonista activa el
protomer que s’acoblara a la proteina G) i asimétrica (’agonista activa un
protomer, perd sera l'altre el que s’acoblara a la proteina G) [50]. A partir
d’aquests dos escenaris sorgeixen una gran varietat de questions: quin patr6 de
senyalitzacié es manté? el d’'un? el de l'altre? cap?, hi ha altres canvis a part de
'acoblament a proteina G?, etc. Els resultats experimentals obtinguts per a certs
complexos han permes aprofundir en els coneixements sobre aquest tema. A

continuacio es detallen alguns exemples:

+ Els monomers corresponents als receptors D1 i D2 senyalitzen via Gsjorr 0 via
Gin, pero, en canvi I'heterodimer D1-D2 senyalitza via Gq[51].

+ L’heterodimer entre GABAB1 i GABAB: s’ha descrit com un heterodimer
obligat. Curiosament, l'eficiencia d’'uni6 a proteina G és més alta en
preseéncia d’un unic heterodimer que en presencia de dos, suggerint que en
I’heterotetramer només un receptor és capa¢ d’acoblar-se a la proteina G
[52] (figura 6A).

+ L’heterodimeritzaci6 entre GLP+1R (receptor del péptid glucagd tipus 1) i
GIPR (receptor del polipeptid inhibidor gastric) és també coneguda. En
absencia d’agonista tots dos es troben en forma monomeérica o
homodimérica. GLP-1(polipéptid de glucagoé tipus 1) actua com a agonista
per a tots dos receptors, amb alta afinitat per al primer i baixa afinitat per al
segon. Per tant, quan la concentracio del péptid és baixa GLP1R senyalitza
normalment, perd, quan la concentracidé augmenta els receptors

heterodimeritzen, i canvia el patr6 de senyalitzaci6. A més a més, en
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preséncia de GIP (polipéptid inhibidor gastric) I'’heteromer dissocia i es

recupera l'activitat normal de GLP+R [53] (figura 6B).

GABAB, GABAB, GABAB, GABAB, GABAB, GABAB, GABAB, GABAB,

Strong Signal Low Signal

Figura 6. Exemples de mecanismes de regulacié de la senyalitzaci6 com a conseqiéncia de
l'oligomeritzacié. (A) Cadascun dels heterodimers s’acobla a una unitat de proteina G. En I'heterotetramer, en
canvi, només un receptor s’acobla a la proteina G, donant lloc a una disminucié del senyal. (B) GLP+R
senyalitza correctament en forma monomerica o heterodimeritzant amb GIPR en preséncia de concentracions
baixes de I'agonista. A concentracions altes de I'agonista s’altera I'acoblament de la proteina G mentre GIP,

I'agonista de GIPR, trenca el dimer restaurant la correcta senyalitzacio.

1.1.5. Farmacs basats en oligomers de GPCRs

Sembla clar que els heteromers de GPCRs corresponen a unitats independents
amb senyalitzacié autbnoma que es troben implicats en diverses malalties, i per
tant, és necessari caracteritzar-los per tal de saber com funcionen i poder
dissenyar nous farmacs. En els darrers temps, ha augmentat considerablement el

nombre de publicacions que associen determinats heteromers a diferents
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malalties amb un nivell d’afectacié important en la societat actual, la qual cosa
segueix mantenint els GPCRs en el focus de la investigacié de nous farmacs. A

continuacio se’n detallen alguns exemples:

- Esquizofrenia: A2A-mGilus [54] i A2A-D2-mGilus [55]
* Parkinson: A2A-D2 [56] i D2-D3 [49]

+ Addicci6 a la cocaina: 5-HT2a-5-HT2c [57]

* Dolor: pOpioid-6Opioid [58] i pOpioid-mGlu5 [59]

Actualment ja es comercialitzen farmacs que actuen sobre heteromers de GPCRs.
Altres es troben en fase de desenvolupament, perdo els resultats a nivell de
laboratori sébn molt encoratjadors. Un exemple en son els compostos anomenats
pramipexol i ripinirol. Es tracta de dos compostos utilitzats en el tractament de la
malaltia del Parkinson. S’ha descrit que, fins al moment, els mecanisme d’accid
dels antiparkinsonians dopaminérgics es basava en l'activaci6 de D2 pero el
pramipexol i el ripinirol tenen més preferencia per Ds que per D2, tot i que la
resposta que indueixen es correspon amb la de D2. Aix0 s’explicaria amb una
preferéncia d’aquests compostos per I’heterodimer. Tenint en compte que, a més
a més, el seu efecte és més accentuat quan actuen sobre I'heteromer D2-Ds
aquesta sembla I'explicaci6 més coherent [49]. El mecanisme funcional de

I’'heteromer D2-D3 es descriu més detalladament en la figura 7.

(a) Preferential D, agonist Preferential D, agonist

Figura 7. Interaccié6 entre receptors de dopamina i
(b) Partal DD, agonist Partial D/D, agonist senyalitzacio. (A) En cél-lules cotransfectades amb Dz i Ds,
els agonistes amb preferéncia per Ds s’uneixen a
I’heterdmer D»-D3 donant lloc a una resposta més potent
que la que exerceix sobre I’homodimer D2-D2. (B)
Contrariament, els agonistes parcials de ’homodimer D2-D2

es transformen en antagonistes de I’heteromer D2-D3 [49].
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All llarg d’aquest primer apartat de la introducci6 s’ha descrit breument les
principals caracteristiques dels GPCRs en quan a estructura, funcié i
senyalitzaci6é. S’ha donat una especial importancia al fenomen de la
homooligomeritzacio i heterooligomeritzacio, a les seves bases fisico-quimiques i
a la seva participaci6 en determinades malalties, particularment en malalties
mentals. Tota aquesta informacié és vital per a entendre la finalitat dels
experiments realitzats en aquesta tesi i interpretar correctament els resultats
obtinguts, aixi com també la seva rellevancia. En concret en aquesta tesi s’ha
treballat amb les receptors GalR1, 5-HT1ai GPR39 i més especificament, en els
fenomens d’heterooligomeritzacié que es donen entre ells i la seva implicacié en

la malaltia de la depressio unipolar.

1.2. LA DEPRESSIO MAJOR

1.2.1. Descripcié de la malaltia

La depressié major també coneguda
com a depressio clinica o unipolar
€és una malaltia que presenta els
seguents simptomes: humor
deprimit, disminuci6 del nivell
d’energia i de linteres per la vida,
molésties fisiques, canvis en els
patrons d’alimentacié i de son,
intents de suicidi, etc. La depressid
unipolar té una incidéncia en la
poblacié global d’'un 15% i afecta
dos cops més a les dones que al

homes, a més a més un 15% dels

afectats moren a causa de suicidi.

Figura 8. Quadre anomenat Sorrowing old man (‘At

Tot i que les causes de la malaltia eternity’s gate). Va ser pintat per Vincent Van Gogh

encara sén forga desconegudes, S€ I'any 1980 i representa la malaltia de la depressio.
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sap que existeix un component genétic significatiu en aquesta malaltia, de fet els
estudis mostren que el risc de patir la malaltia és tres cops superior en familiars
directes de pacients afectats [60]. Es tracta d’'una malaltia amb una alta
prevalenca i recurrencia en la societat i que representa uns costos economics i
socials molt elevats. De fet la Organitzaci6 Mundial de la Salut preveu que la

depressid unipolar sera la malaltia que originara més costos a nivell mundial al

llarg d’aquest segle [61].

Actualment existeixen diferents tipus de farmacs utilitzats per al tractament de la
depressio unipolar, incloent-hi els antidepressius triciclics, els SSRI (recaptadors
selectius de serotonina) i altres farmacs que afecten el reciclatge de monoamines
com la noradrenalina, la dopamina o la serotonina [60], perd és necessari estudiar
els mecanismes moleculars i cellulars de la malatia per obtenir-ne de més

eficacos i amb menys efectes secundaris.

1.2.2. El zinc i la depressio clinica

El zinc és un element molt
important per a la correcta
I’lhomeostasi i funcionament
cerebral. Tot i que esta

ampliament distribuit en el cervell,

la concentraci6 més elevada es - 0.1
- 02

- . . 0.3

troba en I'hipocamp i l'amigdala —y
. D s o w05
(figura 9) [62]. La dosi diaria —
. R 0.7

recomanada de zinc esta o 08
109

establerta en 11 mg per a adults, [ — 1?
sent el maxim diari recomanat 40 X mm 1.2

mg. Més de la meitat de la Figura 9. Distribucié del zinc en el cervell de rata. La

. . . . imatge s’ha obtingut mitjangant LA-MC-ICP-MS (vegeu
poblaci6 mundial no ingereix _ N . o
Abreviatures) utilitzant I'isotop radioactiu ¢4Zn. Destaca la

quantitats adequades de zinc i la seva presencia en quantitats més elevades el hipocamp i

majoria de persones que estan en I'amigdala. Imatge obtinguda de la publicacié [63].
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situacié d’alt risc de deficiéncia de zinc es troben majoritariament en paisos en
desenvolupament. Actualment existeixen un gran nombre d’evidéncies que
provarien que el déficit de zinc és una de les causes de la depressio clinica [63].
La meta-analisi realitzada per mitja de 17 estudis clinics diferents va demostrar
que els pacients que patien la malaltia, en les edats compreses entre 25 i 60 anys,
tenien una concentracid de zinc en sang de 1.850 pmol/l, i que aquesta era
inferior a la dels controls sans. Més tard es van obtenir resultats clinics similars i a
més a més, també va descriure’s nivells deficients de zinc en pacients amb

depressi6 post-part [63].

La relacié entre el zinc i la depressid clinica també va demostrar-se mitjancant I'us
d’aquest cati6é en el tractament de la malaltia. En estudis duts a terme I'any 2003
es va concloure que aquells pacients per als quals el tractament farmacologic
s’havia complementat amb 25 mg de zinc (zinc hidroaspartat) els simptomes
depressius s’havien reduit de forma significativa, d’acord amb la Hamilton
Depression Rating Scale, sis setmanes després d’haver iniciat el tractament i
aquesta reduccié es mantenia dotze setmanes després [64]. En altres estudis
també va detectar-se una relacié entre aquest element i la depressio, per exemple
en els pacients que presentaven resisténcia als tractaments convencionals,
s’observava una disminucié d’aquesta resistencia quan el tractament es
complementava amb zinc. A més el tractament amb antidepressius semblava
augmentar la concentracio d’aquest i6 en sang, tant en tractaments

complementats amb zinc com en no complementats [65,66].

Els ultims resultats, relacionen la implicacié del zinc en la malaltia a través d’un
receptor per a aquest, el GPR39 (receptor orfe 39), confirmant la implicaci6é del
zinc en la mateixa [67]. S'aprofundira en la relacié zinc-GPR39-depressié en el

seguent apartat.

Per tots els motius esmentats anteriorment, el zinc ha de ser considerat com un

farmac potencial en el tractament antidepressiu i cal estudiar-ne els mecanismes i
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processos moleculars en qué participa, per tal d’aprofundir en la etiologia de la

malaltia depressiva.

1.2.3. GPCRs i la depressio clinica

Tot i que la depressio clinica és una de les malalties amb un alt grau d’afectacio
en I'espécie humana, els mecanismes cel-lulars i moleculars d’aquesta patologia
no sén gaire coneguts. Tot i aix0, si que s’han fet avencos importants en I'estudi
del paper dels GPCRs en la fisiopatologia i tractament d’aquesta malaltia.
Actualment existeixen evidencies cientifiques que impliquen una gran varietat de
GPCRs en aquesta malaltia: receptors de noradrenalina, recetors a i f
adreneérgics, serotoninérgics, dopaminergics, glutamatéergics, GABAergis i de

neuropetids entre d’altres [60].

En aquesta tesi, s’ha estudiat la implicaci6 de 3 GPCRs en concret en la

fisiopatologia d’aquesta malaltia: 5-HT1a, GalR1 i GPR39.

1.2.3.1. El receptor 5-HT1a

El receptor 5-hidroxitriptamina 1A (5-HT1a) és un subtipus de receptor del
neurotransmissor serotonina, un dels neurotransmissors més influents en la salut
mental, fet que fa que sigui un dels més atractius per a la industria famaceutica.
La neurotransmissié serotoninergica esta involucrada en la regulacié de l'estat
d’anim, la son, la vigilia, la gana i també funcions cognitives. Els seus efectes son
regulats per 14 subtipus diferents de receptors. D’entre tots aquests, destaca el 5-

HT1aen I'etiologia de trastorns tant depressius com d’ansietat [68].

El receptor 5-HT1a és codificat pel gen HTR1A. Pertany a la classe A de la
superfamilia dels GPCRs [69] i s’acobla a la proteina Gi/Go, intervenint en la
neurotransmissid inhibitoria i sent el receptor de serotonina més ampliament
distribuit. En el sistema nervios central esta present en major densitat en el cortex

cerebral, I’hipocamp, I'amigdala i els nuclis de rafé. Dintre d’aquests receptors
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podem trobar-ne de dos tipus: autoreceptors somatodentritics i receptors post-
sinaptics. Avui dia se sap que alteracions en aquests receptor, en diferents arees
del cervell huma, estan especificament associades amb trastorns com I'ansietat,
la depressid unipolar, desordres afectius i també en la regulacié6 d’'una gran
varietat d’estats fisiologics i comportaments com la por, l'agressivitat i la
impulsivitat [68]. Es tracta d’un receptor capa¢ d’homodimeritzar i heterodimeritzar
amb altres GPCRs [70], tot i que els detalls de la interaccié i el seu paper fisiologic
encara no han estat descrits en detall. L’heterodimeritzacidé d’aquest receptor amb
el receptor GalRi ha estat recentment descrita, aixi com també la possible

implicacié de I’heteromer en la depressio clinica.
1.2.3.1.1. El receptor 5-HT1ai la depressid

La implicaci6 d’aquest subtipus especific de receptor de serotonina en la
depressio clinica ha estat descrita ampliament. La densitat d’aquests receptors es
veu alterada com a consequéncia de la malaltia, havent-hi un increment en
I’hipocamp i el cortex temporal i una disminucié en el cerebel, ganglis basals i

cortex prefrontal (figura 10) [71].

coronal section mid-sagittal section

caudate nucleus white i
Cplt matter cerebral cortex pre-frontal cortex
striatum

putamen

globus pallidus hypothalamus

amygdala

HIGH 5-HT1A ~, raphe nuclei
hippocampus \
medial temporal cortex

hippocampus :

\ medial temporal
LOW 5-HT1A \ cortex
cerebellum \
basal ganglia
(caudate nucleus,
putamen, globus

’;?eu-lfrii:alaz)g::la) substantia nigra

cerebellum rostral raphe nuclei

Figura 10. Distribucio dels receptors 5-HT1a en la depressié. Obtinguda de www.cnsforum.com
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S’ha publicat evidéncies de que la funcid6 d’aquest receptor sembla veure’s
reduida en pacients d’aquesta malaltia, tant en base a la resposta fisiologica dels
pacients a agonistes del receptor, com a la seva capacitat d’activacié en teixits
cerebrals postmortem o antemortem [72]. També existeix, d’acord amb diferents
estudis, I'evidéncia de que la densitat de mRNA (acid ribonucleic missatger)
corresponent a receptors 5-HT1a post-sinaptics es troba des-regulada, tant per
excés com per defecte, en models murins relacionats amb depressidé, com ara
l'estrés cronic, la frustracid o la marginacié [72]. Altres estudis revelen que
I'activacid dels receptors post-sinaptics de 5-HTia en arees corticolimbiques
sembla resultar beneficiosa per a 'accio terapéutica de drogues antidepressives.
En canvi, en el cas dels receptors presinaptics, sembla que I'efecte és el contrari
ja que els individus amb altes densitats del receptor en l'area presinaptica sén
més susceptibles a trastorns depressius i suicidi, i no responen gaire al tractament
amb antidepressius. A més a més, s’han trobat propietats antidepressives en els
agonistes de 5-HT1a, en estudis preclinics, que donen grans expectatives de futur

en el tractament de la malaltia [73].

Es tracta doncs, d’un receptor important a estudiar per a entendre les causes de
la depressid clinica. En aquesta tesi s’estudiara des del punt de vista de la seva
interaccié amb GalR1, una interaccié antagonistica que també estaria implicada

en aquesta malaltia.

1.2.3.2. El receptor GalR;

El receptor de galanina 1 (GalRi) és un tipus de receptor del neuropéptid
galanina. Participa en un ampli ventall de processos fisiologics que es donen a
través de la seva interacci6 amb un o més dels tres subtipus de receptors
identificats: GalR1, GalRz2i GalRs [74].

El receptor GalR és codificat pel gen que porta el mateix nom i pertany a la

classe A de la superfamilia dels GPCRs. Igual que en el cas de 5-HT1a, la seva

activacioé déna lloc a 'acoblament amb una proteina del tipus Gi/Go. Es tracta d’'un
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receptor ampliament distribuit en el cos huma, ja que es troba tant en el cervell o
la medul-la espinal com en zones més perifériques com l'intesti petit i cor, entre
d’altres [75]. Es tracta d’'un receptor que actualment esta sent ampliament estudiat
degut al gran nombre de patologies d’alta prevalenca en les qué s’ha proposat la
seva implicacié: epil-lepsia [76], resisténcia a quimioterapia en cancer colonorectal
[77], diferents tipus de cancer [78] i depressid unipolar entre d’altres. GalR és
capa¢ d’homodimeritzar [79], i també d’heterodimeritzar amb 5-HTiatal i com ja
s’ha descrit anteriorment, i aquesta heterodimeritzacié sembla estar implicada en

la fisiopatologia de la depressio.

Les evidencies de la implicacioé dels receptors de galanina en la depresid clinica,
han estat sempre en base amb la seva interaccié amb els receptors de serotonina
i recentment s’ha publicat la interaccié entre GalR4-5-HT1a, que identifica GalR;
com un dels receptors implicats en aquesta malaltia [80]. S’aprofundeix en aquest

tema en el seglent apartat.

1.2.3.2.1. El péptid de galanina

La galanina és un neuropéptid (figura 11). En la majoria de les espécies la seva
sequencia conté 29 aminoacids i un extrem C-terminal amidat. En I'especie
humana per0, la galanina conté una serina addicional en I'extrem C-terminal i per
tant t& 30 aminoacids. Es tracta d’un peptid que es va aillar per primera vegada
'any 1983 a partir d’intestins de porc. El seu nom prové de la fusié del nom del
primer i ultim aminoacid de la sequéncia del primer péptid aillat, glicina i alanina
[81].

La galanina és un péptid ampliament distribuit tant en el sistema nervioés central
com en el periféric on modula una gran quantitat de processos fisiologics. S’ha
determinat que el fragment constituit pels primers 15 aminoacids juga un paper
crucial en la seva activitat biolégica, motiu pel qual es troba altament conservat en
les diferents espécies. Recentment s’ha descrit que la injeccid intravenosa del

fragment 1-15 de la galanina (gal (1-15)) indueix un comportament depressiu
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acompanyat d’ansietat en rates, d’acord amb els resultats obtinguts en les
seguents proves: forced swim test, tail suspension test, open field test i dark/light
test [82], i molt superior a I'induit per el péptid complert, gal (1-29), posant de
manifest que probablement és el gal (1-15) el que juga un paper més important en

la fisiopatologia de la depressio.

Figura 11. Representacio grafica de la galanina. La imatge mostra I'estructura tridimensional del péptid.

Imatge cedida amablement per Diana Rivera.

1.2.3.3. L’heteromer 5-HT1a-GalR; i la depressio

Les interaccions antagonistiques GalR1-5-HT1a descrites, que tenen lloc en
heteromers GalR-5-HT1a, representen un nou mecanisme integratiu en la
neurotransmissié de serotonina que podria contribuir al desenvolupament de la

depressio.

Aquesta associacié es fonamenta en diferents evidéncies que s’han anat publicant
al llarg del temps. L’any 1988 es va demostrar que la galanina intraventricular
reduia el metabolisme de la serotonina, tant en el cortex limbic ventral com en
I’hipocamp i en el cortex frontoparietal [83]. Aixd suggeria, en base a la hipotesi de
la implicacié de la serotonina en la depressio, que la galanina mitjangant la seva
accio sobre els receptors de serotonina, podria contribuir a la depressié mitjancant

una reduccid del flux de limpuls nerviés en vies ascendents associades amb
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serotonina. Per tant, els antagonistes dels GalRs (receptors de galanina) podrien

actuar com a nous agents antidepressius modulant la interaccio GalR-5-HT1a.

Al mateix temps també va demostrar-se que, en preparacions de membranes
procedents del sistema limbic, concentracions nanomolars de galanina podien
reduir I’afinitat de la unié d’agonistes al receptor 5-HT1a i probablement també la
seva senyalitzacio [83]. Més tard, aquest receptor, també va veure’s implicat en la
fisiopatologia de la depressid en base a I'analisi postmortem de mostres cerebrals

d’individus deprimits suicides [72].

Aquesta modulaci6é exercida per part dels receptors de galanina en els receptors
5-HT1a donava la primera indicacié de la possible existencia dels heteromers
GalR-5-HT1a, on els receptors de galanina actuarien com antagonistes del
reconeixement i senyalitzacid post-sinaptica del receptor 5-HTia, per mitja
d’interaccions receptor-receptor. Les interaccions antagonistiques GalR-5-HT1a
representarien, per tant, un nou mecanisme integratiu de la neurotransmissio en la

via serotoninérgica que contribuiria a la depressio.

L’any 1996, es demostrava que l'activacié dels receptors 5-HT1a en preparacions
de membrana i seccions cerebrals incrementava el reconeixement i la
senyalitzaci6 per part del receptors de galanina en arees diencefaliques i
telencefaliques [84]. Aixi doncs, es demostrava I'existéncia d’interaccions
reciproques receptor-receptor en heteromers GalR-5-HT1a putatius. En aquests
heteromers, I'activacié del receptor 5-HT1a incrementaria el reconeixement del
péptid de galanina i probablement la seva senyalitzaci6. Per tant semblaria que
GalR intervé en un mecanisme de retroalimentacié negatiu que esmorteeix la
senyalitzacié de 5-HT1a [84]. Finalment 'any 2010 es publicava el primer article
cientific on quedava demostrada I'existencia de I'heteromer GalR1-5-HT1a. En la

figura 11 es mostra un model per a aquest heteromer.

Pel que respecta a la possible interaccié GalR2>-5-HT1ai GalRs-5-HT1a, encara no

s’ha descrit en cap publicacié. Per a I'heteromer GalR1-5-HT1a tot i que s’ha
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provat la seva existéncia, no es coneix encara el mecanisme molecular exacte
d’interaccio entre els receptors, ni tant sols es té la certesa de qué sigui aquest
heteromer i no el format per un altre tipus de receptor de galanina el que esta
implicat en la malaltia. Per aquest motiu, I'objectiu d’aquesta tesi és intentar
aportar noves evidéencies per tal de corroborar la participacidé especifica d’aquest
heteromer en la patologia de la depressié aixi com també aclarir els mecanismes

moleculars involucrats.

Figura 12. Model molecular de I'heterodimer GalR1-5-HT1a. En verd es mostra el receptor GalR1i en blau 5-
HT1a. EI model s’ha obtingut mitjangant MOE i és cortesia del Dr. Juan JesUs Pérez i Cecylia Severin Lupala,

grup de biotecnologia molecular, ETSEIB, UPC.

1.2.3.3.1. L’heteromer 5-HT1a-GalR1 i el zinc

Ates el poc coneixement que tenim sobre aquest heteromer no existeix cap estudi
que provi la seva hipotetica relaci6 amb el zinc, motiu pel qual és un dels
principals objectius d’estudi en aquesta tesi. Tampoc existeix cap treball publicat
que relacioni el GalRs amb el zinc, pero si que hi ha alguna evidéncia de la relacio

d’aquest cati6 divalent amb el 5-HT1a.
Els primers estudis experimentals en el camp posaven de manifest la preséncia

de butxaques d’unié a Zn2+ en moltes proteines receptores. Dintre d’aquestes

s’incloien els canals ionics dependents de lligand (GABAA, NMDA (receptor de
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I'acid n-metil-D-aspartat)...) i GPCRs (D1, D2, D4 (receptor de dopamina tipus 4), B-
adrenergic, MC1 i MC4 (receptors de melanocortina tipus 1 i 4)). Pel que fa al
receptor 5-HT1a, es va determinar que aquest receptor també conté un lloc d’unié
a zinc d’alta afinitat. Els resultats mostraven que el Zn2+ és un potent inhibidor de
la unié de lligands a 5-HTia, ja sigui de caracter agonista o antagonista, a

concentracions fisiologicament rellevants [85].

1.2.3.4. El receptor GPR39

El GPR39 és un receptor que també pertany a la classe A de la superfamilia dels
GPCRs [86] i que senyalitza mitjangant el seu acoblament a Gas, Gaq | Ga12/13[63].
Aquest receptor va ser clonat per primer cop I'any 1997 [87], perd el seu lligand

especific és encara un tema de debat.
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Figura 13. Resum de les diferents processos fisiologics en qué esta implicat el receptor GPR39. La
informaci6 ha estat obtinguda a partir d’estudis amb zinc en ratolins knockout per al gen GPR39, ratolins que

sobreexpressaven GPR39 i estudis de silenciacio in vitro [88].

En un primer moment es pensava que era el receptor del peptid obestatina [89],

perd no es va poder confirmar ja que els resultats no es van poder reproduir. Tot i
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aixd encara hi ha publicacions que suggereixen una interaccié entre la obestatina i
el GPR39 [90]. En canvi, si que existeix un consens en el fet de que l'ié zinc dona
lloc a l'activacié d’aquest receptor [91]. A més a més s’ha descrit I'existéncia de
dues isoformes del receptor, GPR39-1a corresponent al receptor complet i
GPR39-1b corresponent a una isoforma truncada (el receptor acaba a I'hélix 5).
Es sap que només la isoforma 1a és capag¢ de ser activada per zinc, mentre que
la 1b ha estat considerada, fins al moment, inactiva [92]. De fet, es coneix
exactament les posicions aminoacidiques on el zinc s’uneix al receptor, que

consisteix en un lloc d’unié format pels residus His17, His19 i Asp313 [93].

Es tracta d’un receptor per al qual s’ha descrit la implicacié en una gran varietat
de processos fisioldogics, com ara la regulaci6 de funcions gastrointestinals i
metaboliques [90] i la proteccio de les cel-lules enfront I'apoptosi [94]. També s’ha
descrit la seva implicaci6 en diferents malalties com ara la diabetis de tipus Il [95],
la disfunci6 dels illots pancreatics [96] i el cancer [97] (figura 13). Amés a més, en
I'actualitat diversos treballs suggereixen la seva implicacié en la depressi6 tal i

com s’explica en el segUent apartat .

1.2.3.4.1. El receptor GPR39, la depressio clinica i el zinc, una triada
obligada.

Tal i com ja s’ha dit, els nivells deficients de zinc en sérum semblarien ser una de
les causes de la depressid unipolar. S’ha demostrat recentment que hi ha una
disminucidé en els nivells d’expressié6 de GPR39 en models murins en condicions
de deficiencia de zinc, que té com a consequéncia un increment en el temps
durant el qual el ratoli es manté immobil en els forced swim tests (associat a
comportaments depressius) [98]. A més a més, I'administracié d’antidepressius
selectius com ara escitalopram, reboxetina i bupripon, donava lloc a un augment

de la expressio del gen [99].

D’acord amb la literatura, el mecanisme pel qual I'activacié de GPR39, per part del

zinc, té un efecte antidepressiu estaria relacionat amb el fet que donaria lloc a un
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increment de I'expressid del brain derived neurotrophic factor, també conegut com
BDNF. L’expressié d’aquest factor és consequeéencia directa de l'increment en
I'expressio del factor de transcripci6 CREB (factor de transcipcié depenent de
AMPc), que depén de l'activaci6 de AMPc (monofosfat d’adenosina ciclic), que
s’activa com a consequéncia de la cascada de senyalitzaci6é iniciada per la

proteina Gq, a la qué s’acobla el receptor GPR39 [63].

Recentment, s’han publicat diferents resultats que reforcen aquesta teoria.
L’administracié d’una dieta deficient en zinc durant 6 setmanes va donar lloc a una
disminucié dels nivells de BDNF en el cortex frontal de ratolins [98].
Consequentment, I'administracié de zinc va donar lloc a un augment del mRNA de
BDNF [100]. A més a més, altres estudis mostren que diversos antidepressius
donen lloc a un increment del mMRNA codificant per a BDNF [101] i la terapia amb
zinc incrementa els nivells de BDNF en serum i redueix els simptomes depressius
en pacients afectats per la malaltia [102]. Per tant, semblaria que al menys un dels
mecanismes pels quals el zinc esta vinculat amb la depressio estaria relacionat
amb la seva capacitat per activar GPR39 (figura 14). Per aquest motiu, existeixen

noves estratégies farmacologiques centrades en BDNF.

Figura 14. Possible mecanisme pel qual el GPR39 es veu
' involucrat en la fisiopatologia de la depressio. L’activacié

de GPR39 per part del zinc, dona lloc al seu acoblament a

Gg, que té com a consequencia un increment de

I'expressié de BDNF a través de CREB. Adaptat de [63].
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D’acord amb tota la informacidé descrita en aquest apartat i en els anteriors,
semblaria possible que pogués haver-hi una relacié entre 5HT1a-GalR1-GPR39 i

depressio, que és basicament, una hipotesi central d’aquesta tesi.

1.3. IMMUNOPURIFICACIO DE GPCRs RECOMBINANTS

La determinacid estructural i I'analisi funcional de les proteines de membrana
(GPCRs entre altres), requereix en molts casos, un sistema de produccid
recombinant i una estrategia de purificacié que permeti aillar en estat funcional la
proteina a estudiar. Cada GPCR especific presenta un comportament diferent en
un hoste determinat cosa que fa que la caracteritzacié del sistema de purificacio

adequat per a cadascun d’ells sigui una questié d’assaig-error.

En referéncia a I'hoste a emprar, en la majoria dels casos funcionen millor els
cultius eucariotes. La purificacido dels GPCRs es divideix conceptualment en dos
passos: extraccidé de la proteina de les membranes amb un detergent adequat
(solubilitzacio) i purificacid per mitja d’etiquetes d’afinitat o altres sistemes. En
aquesta tesi s’ha utilitzat I'etiqueta corresponent a I'epitop Rho-1D4. Cal anar molt
en compte a I'hora d’escollir les condicions experimentals en aquests dos passos,
per tal de mantenir I'activitat de la proteina durant tot el procés, ja que la majoria
de GPCRs es tornen inestables després de la seva extraccié de la membrana per

part dels detergents [103].

1.3.1. La solubilitzacio

La seleccid del detergent apropiat per a la solubilitzacié és crucial per a que la
purificacié funcioni correctament. En aquesta tesi s’ha utilitzat, en aquest pas, el

detergent Tritd X-100, ja que aixi ho recomana la

0 H
literatura per a la purificaci6 de GPCRs marcats |, . {‘AO’}
3 n
ot HaC
amb l'etiqueta 1D4 [104]. f-iaC HoC CHy

El Trit6 X-100 és un surfactant no ionic format per

s s . Figura 15. Estructura quimica del
una cadena d’oxid de polietile i un grup 4-(1,1,3,3-
Trité X-100. www.piercenet.com.
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tetrametilbutil)-fenil hidrofobic [105]. Igual que la resta de detergents, la seva
funcié és substituir els lipids en els qué es troba allotjada la proteina en la
membrana plasmatica, de manera que aquesta sigui soluble i estable en aigua. El
fet de contenir un grup aromatic en la seva estructura fa que presenti absorbancia
i fluorescencia intrinseques. Aixd fa que no es pugui utilitzar durant la purificacié
dels GPCRs, ja que generalment, la seva purificaci6 va seguida d’una

caracteritzacio espectroscopica.

1.3.2. La Immunopurificacio

La purificacié, en aquest cas en concret, es ddéna per I'addicié6 d’'una etiqueta
d’immunoafinitat en I'extrem C-terminal de la proteina, que permet que la
purificaci6 es dugui a terme eficientment de manera discontinua. En aquest
apartat també és critic el tipus de detergent utilitzat per seguir mantenint
estabilitat de la proteina. Pot utilitzar-se el mateix que s’ha utilitzat en la
solubilitzacié o no. El ventall de possibles detergents a utilitzar és ampli, pero
sempre cal seleccionar aquells que no presentin propietats espectroscopiques si a
continuacié es vol analitzar la proteina purificada per técniques d’aquest tipus.

Tres dels detergents més utilitzats sén els seguents:

+ DM (dodecil maltosid): detergent no idnic format per una maltosa hidrofilica i
una cadena alquil hidrofobica. Actualment és el més utilitzat en I'aillament de
proteines hidrofobiques de membrana ja que conserva la seva activitat millor
que la majoria dels detergents [106].

« CHAPS (3-colamidopropildimetil-amoni-1-propa sulfonat): detergent
zwitterionic que també s'utilitza en la solubilitzacié de proteines de membrana
degut a que en permet la conservacio de I'estat natiu i la funcionalitat [106].

+ OGP (N-octil-BD-glucopiranosid): detergent no idnic utilitzat en la purificacié de
proteines de membrana degut al manteniment de la forma activa d’aquestes i la

seva facil eliminacio6 del purificat final [1086].
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L’dltim pas en un procés dimmunopurificacid consisteix en caracteritzar la
proteina purificada. Existeix una gran varietat de metodologies per portar-ho a
terme i I'eleccié d’unes o les altres depen de I'enfoc dels nostres experiments, en
general, perd, sempre cal comprovar la presencia especifica de la proteina

problema en el purificat i la funcionalitat de la mateixa.
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2. OBJECTIUS
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2.1. OBJECTIUS GENERALS

3k Contribuir a I’elucidacié del mecanisme a través del qual I’heteromer 5-

HT1a- GalR participa en la malaltia de la depressié major.

3k Obtenir informacié sobre la relacié de GPR39 amb I’heteromer 5-HT1a-
GalRi.

2.2. OBJECTIUS ESPECIFICS

3k Determinar quines s6n les regions aminoacidiques susceptibles de
participar en la superficie d’interaccié entre el receptor 5-HT1a i el GalRy,
partint de la informacié existent en la literatura i a través de les técniques de la

mutagénesi dirigida i el FRET.

3k Purificar de forma activa i funcional els receptors GalRi, 5-HTia i
GPR39. Amb aquesta finalitat caldra determinar, en cada cas, quines son les

condicions optimes per a dur a terme la purificacio.

3k Analitzar en detall el procés d’heterodimeritzacié entre 5-HT1a i GalR;
per mitja d’espectroscopia de SPR (surface plasmon resonance) tot
optimitzant la tecnica per aquest tipus d’experiment, per tal d’obtenir informacio

de la cinética d’interaccié a temps real.

3k Determinar I'efecte de I'i6 Zn2* sobre I’heteromer GalR1-5-HT1a, a través
de la interpretacio dels resultats obtinguts tant en els estudis de SPR (per als

quals sén necessaries les proteines purificades) com de FRET.
3k Estudiar la possible interaccié entre 5-HT1a i GPR39, mitjancant la co-

immunopurificacié i el FRET. En cas positiu, determinar com modifica aquesta

interacci6 la capacitat de senyalitzaci6 de tots dos receptors.
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3k Estudiar la possible interaccié entre 5-HT1a, GPR39 i GalR4, mitjancant
la co-immunopurificacié i el FRET. En cas positiu, determinar com modifica

aquesta interaccio la capacitat de senyalitzacioé de tots tres receptors.

3k Determinar I’efecte del zinc en la interacciéo GalR1-5-HT1a-GPR39 i la

seva possible implicacio en la fisiopatologia de la depressio.
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3. MATERIALS | METODES
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3.1. MATERIAL BIOLOGIC

3.1.1. Linies cel‘lulars

Durant la realitzacié d’aquesta tesi s’han utilitzat dues linies cel-lulars: HEK 293T i
HEK 293S GnTi-, degut a que les seves caracteristiques s’ajusten al tipus

d’experiments a desenvolupar.

¢ HEK 293T

- Organisme: Homo sapiens

- Teixit: ronyd (embrionari)

- Morfologia: cél-lules petites i suaument arrodonies que creixen de manera
dispersa.

- Tipus de creixement: adhesiu

- Descripcio: linia cel-lular que permet la transfeccio, replicacié del DNA (acid
desoxiribonucleic), expressié dels gens i produccié de proteines a partir de
vectors portadors de l'origen de replicacié SV40.

- Procedencia: PHE (public health england), referéncia n® 12022001

¢ HEK 293S GnTi-:

- Organisme: Homo sapiens

- Teixit: ronyd (embrionari)

- Morfologia: tipus epitelial.

- Tipus de creixement: adhesiu

- Descripcio: linia cel-lular deficient per a N-acetil-glucosaminiltransferasa |
(GnTi) que, per tant, sintetitza proteines sense els corresponents N-glicans
complexos. Aquestes cél-lules s'utilitzen majoritariament per a la sobre-
expressié de proteines de membrana de mamifers.

- Procedéncia: ATCC (american type culture collection), referéncia n°
CRL-3022
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3.1.1.1 Descongelacio de les linies cel-lulars

Les dues linies cellulars esmentades es troben en el laboratori congelades en
nitrogen liquid (-195.8 °C), per tal de conservar-les indefinidament. Per a
comencar a treballar-hi se’n va extreure un vial de les mateixes que es va incubar
a 37 °C durant 5 min. El contingut del vial es va transferir a una placa de cultiu
amb el medi especific de la linia en questid. 5 h després es va canviar el medi i

les cél-lules es van mantenir tal i com s’explica en el seguent apartat.

3.1.1.2. Manteniment dels cultius cel-lulars

Les cél-lules es mantenien en cultiu utilitzant com a medi DMEM (medi Dulbecco’s
modified Eagle’s) (Sigma, Espanya) per a les cél-lules HEK293T i DMEM/F-12
(Labclinics, Espanya) per a les HEK 293S GnTi-. En tots dos casos el medi es
suplementava amb 10% (v/v) FBS (serum fetal bovi) (Sigma, Espanya), 1%
penicil-lina-estreptomicina (10.000 U penicil-lina/ml i 10 mg estreptomicina/ml.) i
1% L-glutamina (200 mM) (Sigma, Espanya). Els cultius es mantenien en una
atmosfera controlada amb 5% COz i una temperatura constant de 37 °C. La divisio

dels cultius es va realitzar en dies alterns.

3.1.1.3. Us de les linies cel-lulars

La linia cel-lular HEK 293T va utilitzar-se exclusivament per als experiments previs

a la purificacié de 5-HT1a-1D4 i GalR1-1D4. A partir d’aguest moment van utilitzar-
se cel-lules HEK 293S GnTi-.

3.1.2. Vectors
Els vectors emprats en la realitzacié d’aquesta tesi es divideixen en tres grups:

vectors comercials, vectors cedits per altres investigadors i vectors de construccié

propia.
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Vectors comercials, procedents de Missouri S&T cDNA Resource Center,
EUA:

- pCDNA3.1-5-HT+a
- pCDNA3.1-GalR;
- pCDNA3.1-GPR39

Vectors cedits:

Vectors cedits pel Dr. Borroto Escuela, Institut Karolinska, Suécia (vegeu

Abreviatures).

- pECFP-5-HT1a

- pEYFP-GalR;

- pEYFP-N3

- pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro]

- pGL4.32[luc2P/NF-kB-RE/Hygro])

Vectors cedits pel Dr. Morrow, Universitat de Toronto, Canada.

- pIRES-hrGFP Il

Vectors de construccié propia:

- pCDNA3.1-5-HT1a-1D4
- pCDNA3.1-GalR;-1D4

- pCDNA3.1-GPR39-1D4

- pECFP-EYFP

- pEYFP-GPR39

- pCDNA3.1-hrGFP 1I-5-HT14

- pECFP-5-HT1a L42A, L43A | G*A

- pECFP-5-HTa L380A, L381A | G382A
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- pEYFP-GalR F186L, C187R, W18eR j E18°Q

3.1.2.1 Construccio dels vectors

Per a l'obtencié d’aquests vectors, es va modificar els vectors originals en el
laboratori utilitzant quatre metodologies diferents: introduccié de sequéencies
curtes per PCR (reaccié en cadena de la polimerasa) inversa, mutagenesi dirigida,
introduccié de nous gens per recombinacio i introduccidé de nous gens per lligacid

(clonatge tradicional).

Introduccio de seqtiencies curtes per PCR inversa

La téecnica de la PCR inversa consisteix en una PCR on I'amplificacidé es dona en
direccions oposades respecte la PCR estandard, de manera que permet inserir
petites sequencies de DNA en el vector motlle, addicionant aquestes sequéncies
en els encebadors (cues). En aquest treball es va utilitzar aquesta técnica per
addicionar I'etiqueta Rho-1D4 en els extrems C-terminals dels gens dels receptors
continguts en els seglents vectors: pCDNA3.1-5-HT1a, pCDNA3.1-GPR39 i
pCDNAS3.1-GalR+. Els encebadors utilitzats son els seglents (els nucleotids
marcats en vermell corresponen a la sequéncia de Rho-1D4, els marcats en blau

al codé stop):

GALR;:
Fw: 5’ACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGACTCGAGTCTAGAGGGCS
Rv: 5'GGCCGGGGCCACCTGGCTCGTCTCCGTCACATGAGTACAATTGGTTGS

5-HT1a:
Fw: 5’ACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGACTCGATAGAGGGCCCGS’

Rv: 5'GGCCGGGGCCACCTGGCTCGTCTCCGTCTGGCGGCAGAACTTACACTS’

GPR39:
Fw: 5’ACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGAGAATTCTGCAGATATCS3’
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Rv: 5GGCCGGGGCCACCTGGCTCGTCTCCGTACTTCATGCTCCTGAAAACT’

Els reactius, i les respectives concentracions utilitzades son els seglents:

Reactius Quantitat Concentracio
DNA motlle X 2.5 ng/ul
Primer Fw X 0.5 pg/ul
Primer Rv X 0.5 pg/pl
Tritd X-100* 0.5 ul 1%
dNTP 0.5 ul 100 mM
Tamp6 de la polimerasa 5l 5X
PfuUltra Il Fusion I-_|S tw | T
DNA Polymerase (Agilent)
Aigua MilliQ(esteéril) Fins50 ul | ===

Taula 2. Reactius i concentracions utilitzades en la PCR.

*L’addicié de Tritd-X-100 només és necessaria en el cas de que els encebadors

presentin una probabilitat alta de formaci6é d’estructures secundaries.

El cicles de temperatura utilitzats sén els seguents:

Cicle 1 95 °C, 1 min

Cicles 2-3 95°C, 10s
62 °C, 20 s
72 °C, 7 min
Cicles 4-5 95°C, 10 s
60 °C, 20 s
72 °C, 7 min
Cicles 6-7 95°C, 10 s
58 °C, 20 s
72 °C, 7 min
Cicles 8-29 95°C, 10 s
56 °C, 20 s
72 °C, 7 min

Cicle 30 72 °C,10 min
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Completat aquest procediment, el producte es va tractar amb Dpnl durant 1 h a 37
°C, per tal d’eliminar el DNA motlle sobrant. Seguidament, es va comprovar la
preséncia del producte amplificat mitjancant electroforesi en gel d’agarosa. A
continuacid6 el DNA producte va transformar-se per xoc térmic en cél-lules
competents G5C (Sigma, Espanya), tal i com indica el protocol comercial. A partir
de les colonies obtingudes, es van inocular cultius petits (= 5 ml LB (medi Luria) i
el corresponent antibidtic), mitjangant els quals es van obtenir les corresponents
minipreps utilitzant QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Espanya), tal i com es
descriu en el manual d’usuari. Finalment es va comprovar la insersié de I'etiqueta
Rho-1D4 en les construccions purificades mitjangant sequenciacié estandard
(Stabvida, Portugal). Els encebadors utilitzats féren T7-Fw i BGH-Rv (universals)
(Stabvida, Portugal).

Mutagenesi dirigida

El procediment de mutagenesi dirigida serveix per introduir mutacions puntuals en
els gens ja presents en el vector. Consisteix en la realitzaci6 d'una PCR amb
encebadors que presenten les mutacions que es volen incorporar en el motlle. En
aquest treball va utilitzar-se per a obtenir les seglents construccions: pECFP-5-
HT1a L42A, L43A | G#44A, pECFP-5-HT1a L380A, L381A | G382A | pEYFP-GalRy F186L,
C'e7R, W18R | E'89Q. Els encebadors utilitzats van ser els seglents (els
nucleodtids marcats en vermell corresponen als que codifiquen per als aminoacids

mutats i subratllats es troben els nucleotids mutats):

PECFP-5-HT1a L42A, LA | GHA:
Fw: 5°CAGCTGCCACATGCCCACCGCGGCGGCCGCCATAATCAATTGGCT3’
Rv: 5‘GCGCAGAAGATGAGCGTGGCCGCCGCCAGAGAGGTGATCACTTGS’

PECFP-5-HTa L380A, L381A | Go82A:

Fw: 5’CCAAGTGATCACCTCTCTGGCGGCGGCCACGCTCATCTTCTGCGCGGS
Rv: 5‘CCGCGCAGAAGATGAGCGTGGCCGCCGCCAGAGAGGTGATCACTTGGS
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pEYFP-GalR4 F186L, C187R, W18R | E18Q:
Fw: 55GCGCCAGCAACCAGACCTTGCGGCGGCAGCAGTGGCCCGACCCTCGS
Rv: 5 CGAGGGTCGGGCCACTGCTGCCGCCGCAAGGTCTGGTTGCTGGCGCS’

Els reactius, les concentracions i els cicles de temperatura emprats en aquest
procediment van ser els mateixos que en el cas de la PCR inversa, amb
variacions en les temperatures d’hibridacié proporcionals a les diferéncies en les
temperatures de fusi6 dels diferents encebadors. També va ser igual el procés des
de l'obtenci6 de la PCR fins a la sequenciaci6, amb la Unica diferencia en els

encebadors utilitzats per a sequenciar. En aquest cas van ser els seguents:
Fw: 5°CGGGACTTTCCAAAATGTCG3’
Rv-ECFP: 5°GCAATTGTTGTTGTTAACTTGS3’

Rv-EYFP: 5'GGAATTGCTGTACGCCAGGC3’

Introduccio de nous gens per recombinacio

La introduccié de gens per recombinacié es va utilitzar per fusionar
transcripcionalment els receptors d’estudi a reporters fluorescents. Mitjancant
aquesta estrategia es van obtenir els segiients constructes: pEYFP-GPR39 i
pCDNAS3.1-5-HT1a-hrGFP Il. El procediment es va realitzar utilitzant In-Fusion®
HD cloning kit (Clontech, EUA), seguint el procediment indicat en el manual
d’usuari. Breument, en primer lloc es va amplificar els gens corresponents a
GPR39 i hrGFP I, a partir dels vectors pCDNA3.1-GPR39 i pIRES-hrGFP I
respectivament, tot addicionant-los-hi les cues de recombinacidé (sequiencies
adjuntes al punt de linealitzacié del vector receptor (diana de restriccid)). Els
encebadors (portadors de les cues de recombinacidé) son els segulents (els
nucleodtids marcats en vermell corresponen a les cues de recombinacio, els
subratllats a les dianes de restriccid i en blau destaquen bases addicionades per

tal de mantenir el marc de lectura):
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GPR39:
Fw: 5°CTCGAGCTCGGATCCATGGCTTCACCCAGCCTCCC3’
Rv: 5GCGACCGGTGGATCCGCAACTTCATGCTCCTGAAAACCS’

hrGFP I
Fw: 5’ACCGAGCTCGGATCCATGGTGAGCAAGCAGATCCTGS3’
Rv: 5’ATCCATGGTGGATCCCACCCACTCGTGCAGGCTGCC3’

Seguidament es va linealitzar i purificar els vectors receptors (pEYFP-N3 i
pCDNAS3.1-5-HT1a). El kit utilitzat per a la purificacié va ser lllustra™ GFX™ PCR
and gel band purification kit (GE healthcare, Espanya). A continuacié es va dur a
terme la recombinacié tal i com es descriu en el manual d’usuari. Finalment es va
transformar el producte resultant de la recombinacié i es va procedir igualment
com en els casos anteriors. Els encebadors de sequenciacié féren els utilitzats

anteriorment en les construccions obtingudes a partir del mateix vector receptor).

Introduccio de nous gens per lligacio:

La introduccié de nous gens per lligacié es va utilitzar amb la mateixa finalitat que
en el cas anterior i mitjangcant aquesta es va obtenir la seglient construccio:
pECFP-EYFP. Es va seguir el protocol corresponent a TrueORF™ cDNA Clones
and PrecisionShuttle™ Vector System (Origene, EUA). Breument, el primer pas en
aquest procés va consistir en amplificar el gen EYFP a partir del vector pEYFP-
GalR tot addicionant-hi en els extrems les dianes de restricci6 mitjancant les
quals es linealitzaria, posteriorment, el vector receptor. Els encebadors utilitzats
van ser els seguents (els nucleotids marcats en vermell corresponen a les cues de

restriccid i els marcats en blau als espaiadors):

EYFP:
Fw: 5CGCAAGCTTATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG3’
Rv: 5’CGCGGATCCCTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC3’
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Un cop addicionades les dianes de restriccid, es va digerir enzimaticament i
purificar a partir d’electroforesi gel d’agarosa (utilitzant el mateix kit que en el cas
anterior) tant el vector receptor com els fragments amplificats. A continuacio6 es va
tractar el vector en estat lineal amb fosfatasa alcalina (MerkMillipore, Alemanya).
Un cop inactivada la fosfatasa es va realitzar la lligacio del fragment i el vector
utilitzant T4 DNA lligasa (Sigma, Espanya). El resultat d’aquesta lligacié es va
transformar en cel-lules competents i a partir d’aquest pas es va procedir igual que

en les estrategies anteriors.

Com es pot veure, a excepcidé de la mutagénesi, totes les altres metodologies
tenen la mateixa finalitat. La clonacié per lligacié correspdn a l'estratégia més
tradicional, perd també més costosa i menys eficient. La clonacié per
recombinacié en canvi permet obtenir els mateixos resultats que la lligacié pero
d’una manera més rapida i eficient. Per ultim, la PCR inversa és I'estrategia més
rapida i senzilla, perd només serveix per introduir fragments curts. En la figura 16

es resumeixen les diferents estrategies.

73



Figura 16. Resum esquematic de les diferents estratégies de modificacié de vectors per adaptar-los a les
necessitats experimentals. (A) PCR inversa. En aquesta PCR s'utilitzen encebadors amb la cua corresponent
a I'epitop 1D4, per introduir la seqléncia a I'extrem C-terminal del gen, amplificant en direccions oposades a
la PCR tradicional. (B) Mutagénesi dirigida. Es tracta d’'una PCR tradicional on els encebadors porten
incorporades les mutacions a introduir. (C) Introduccié de gens per recombinaci6. Per mitja de PCR
s’introdueix en el fragment a clonar les seqiiencies adjacents al punt d’insersié del vector receptor.
Seguidament el vector es linealitza i es recombina amb el fragment. (D) Introduccié de gens per lligacié. El
fragment a introduir i el vector receptor es tallen utilitzant les mateixes dianes de restriccio i després es

lliguen. Préviament s’ha introduit les dianes en el fragment per PCR.

3.1.2.2. Purificacio dels vectors a escala mg

Per a tots els vectors esmentats anteriorment es va realitzar una purificacié a gran
escala, degut a la necessitat de disposar-ne de grans quantitats (mg) per a poder
realitzar els experiments. El primer pas, per tant, va consitir en I'obtencié de
cultius del clon portador del vector en questié a mitjana escala (1 L). Aixi doncs,
va inocular-se (a partir d’'un minicultiu (5 ml)) 1 L de cultiu LB+antibiotic, que va
incubar-se ON (durant tota la nit) a 37 °C i en agitacié a 230 rpm. Seguidament es
va realitzar I'extraci6 i purificacié dels plasmidis mitjancant PureLink™ HiPure
Plasmid Filter Maxiprep Kit (Invitrogen, EUA). EIl protocol seguit es correspon al
descrit en el manual d’'usuari, amb les seguents variacions (degudes a l'increment

de volum del cultiu bacteria de partida):

+ Doblar quantitat indicada per a cada tampé a excepci6 del d’elucid.
« Filtraci6 del lisat cel-lular precipitat amb gases esteérils abans de transferir-lo a la

columna.

Finalitzada la purificacié es va determinar la puresa i concentracidé de cadascuna
de les mostres. Amb aquest objectiu es portar a terme una dilucié de les mostres
1/150 i es va enregistrar I'espectre d’absorcid en el rang de 230-300 nm
mitjancant I'espectrefotometre UV-Vis (Cary, EUA). Seguidament es va determinar

la concentracié de la mostra tal i com s’explica a continuaci6 (figura 17).
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Exemple de calcul (mostra GalR1-1D4):

10 Absorbancia 260 = 0.9096
% Z: Absorbancia 280 = 0.4508
.g 0.4 Equivaléncia: 1 DO dsDNA (DNA de doble
§ 0.2- cadena) = 50 pug/ml
) v - - o Factor de dilucio=150
Longitud d'ona (nm) Concentracio = 0.9069x50x(ug/ml)x150
Figura 17. Espectre UV-vis del dsDNA. =6801.755 pg/ml

S’observa la banda d’absorci6 a 260nm

que caracteritza al DNA. El valor La puresa es va determinar a partir de la

d’aquesta banda permet determinar-ne la .. e
seguent relacio:

concentracio i el valor a 280nm la puresa.

Puresa dsDNA = A2e0/A2g0 [107] = 2

Es correspon a un DNA pur segons els parametres establerts (si 1.8 < A2e0/Azs0 < 2:
mostra pura, si A2so/A2s0 < 1.8: mostra contaminada amb proteines i si A2so/A2s0> 2:

mostra contaminada amb RNA).

3.2. TECNIQUES IN VITRO DE CULTIUS CEL-LULARS

3.2.1. Transfeccio transitoria en ceél-lules eucariotes

3.2.1.1. Fonaments del métode

La transfeccid6 és una metodologia que permet que les cél-lules incorporin
molécules de DNA del medi extracel-lular i que expressin els gens que aquestes
contenen. La transfeccié en cel-lules eucariotes pot ser de dos tipus: transitoria o
estable. En aquesta tesi, degut a la multiplicitat de vectors a transfectar s’ha
utilitzat la transfeccié transitoria quimica. Dintre de la transfeccidé transitoria

quimica, existeixen multiples sistemes, perd per a aquesta tesi s’ha seleccionat la
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transfecci6 amb PEI (polietilenimina). Aquest polimer permet una transfeccio
rapida i amb una molt bona relacid efectivtitat/cost, respecte a altres moleécules
comercials (Lipofectamina, Fugene HD...). ElI PEI és un polimer cationic estable,
capa¢ de condensar el cDNA en particules carregades positivament que son
capaces d’ancorar-se a les superficies cel-lulars, ja que aquestes presenten
carrega negativa. D’aquesta manera, el complex PEI/DNA és endocitat per les
cél-lules i el cDNA alliberat en el citoplasma, on sera transcrit i traduit, permetent

aixi la sobreexpressio de les proteines codificades pels seus gens [108].

3.2.1.2. Protocol experimental

Per als nostres experiments en concret, els diferents constructes van ser
transfectats utilitzant aquest sistema de transfeccio, tant en les cel-lules HEK
293T com en les HEK-293S GnTi-. Depenent de les dimensions de I'experiment,
va ser necessaria I'utilitzacié de plaques de 6 pous o bé de plaques grans (145
cm?). Tant en un cas com en laltre les cél-lules es van deixar créixer en les
condicions indicades en l'apartat 3.1.1.2 fins que van assolir una confluéncia
d’aproximadament un 80%. En aquest estat de confluencia es van transfectar

seguint els protocols representats en la figura 18.

Placa de 145 cm? Placa de 6 pous
Mix 1 Mix 2 Mix 1 (1 pou) Mix 2 (1 pou)
2.5 ml OPTIMEM (Gibco) 2.5 ml OPTIMEM (Gibco) 2.5ul OPTIMEM (Gibco) 400 pl OPTIMEM (Gibco)
+ + + +
100 ! PEI (1 mg/ml) 3 ug DNA 5 ul PEI (1 mg/ml) per ug
30 ungNA l l de [iN A
5 min RT 5 min RT 5 min RT 5 min RT
| g | g
- -
Mix 1+2 Mix 1+2
20 min RT 20 min RT

! !
‘ $o5

Viota= 20 ml Viota= 2 ml/pou
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Figura 18. Protocol de transfeccio segons la dimensio de cultiu. El protocol és el mateix independentment del
volum del cultiu. Cal mesclar el DNA i el PElI amb I'OPTIMEM de manera separada i passats 5 min unir les
dues solucions. La mescla final s’ha d’incubar per a que el DNA interaccioni amb el PEI. En canvi, la quantitat

de cadascun dels reactius si que varia a escala d’acord amb el volum del cultiu.

3.2.2. Tincié immunocitoquimica i microscopia de fluorescéncia

3.2.2.1. Fonaments del métode

La immunocitoquimica és una tecnica que permet la deteccidé de determinades
molécules en cél-lules mitjangant I'is d’anticossos. Es tracta d’'un métode rapid,
senzill i potent, degut a I'especificitat dels anticossos primaris i la capacitat
d’amplificacié del senyal per part dels anticossos secundaris, que per aquests
tipus d’experiments es troben units a molecules fluorescents. En el nostre cas es
detecta la preséncia especifica de GPCRs. En aquest tipus de receptors, és una
tecnica ampliament utilitzada per detectar-ne la seva preséncia, detectar
interaccions entre ells aixi com també seguir el seu trafic dintre la cél-lula [109].
Degut a la diversitat de receptors a detectar, enlloc d’utilitzar-se anticossos
especifics per al receptor, s'utilitzen anticossos especifics per a les etiquetes amb

que aquests estan marcats (1D4, ECFP i variants).

Aixi doncs, mitjancant microscopia de fluorescéncia, es detecta la fluorescéncia
corresponent a l'anticos secundari que esta unit al primari, que al seu torn esta
unit a la proteina d’interes, que per tant, ens permet determinar la localitzaci

cel-lular del receptor estudiat.

3.2.2.2. Protocol experimental

Les cél-lules es van sembrar en plagues de 6 pous on previament s’havien
introduit cobreobjectes (estérils). Seguidament es van transfectar tal i com es
descriu en lapartat 3.2.1.2 amb els cDNA corresponents als receptors a
visualitzar. Les cél-lules es van rentar amb PBS, 24 h després de la transfeccio, i

fixar amb formalina 10% (Sigma, Espanya) durant 20 min. Després de rentar-les
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dos cops amb PBS, les cél-lules es van bloquejar amb tamp6 de bloqueig (vegeu
apartat 3.6) durant 1 h a RT (temperatura ambient). A continuacié les cél-lules es
van incubar amb I'anticos primari, es van rentar amb PBS i es van incubar amb
’anticos secundari. Les condicions especifiques de cada incubacié depenien del
tipus d’anticos i aquest de la proteina especifica que es volia visualitzar en cada
ocasio. Utilitzant aquesta metodologia es van realitzar dos tipus d’experiments

diferents:

- Comprovacié de la correcta expressio i localitzacidé dels receptors portadors
d’etiquetes i mutacions.

- Comprovacié de la colocalitzacié entre els receptors 5-HT1a-1D4 i GPR39-
EYFP. En aquest experiment, primer es va marcar un receptor amb anticos

primari i secundari i després l'altre.

En la taula 3 es troben resumits els anticossos utilitzats d’acord amb les etiquetes

del receptor en concret, aixi com les seves condicions d’Us.

. .. | Incubacié . Incubacié ac.
Etiqueta | Ac. primari ac. primari Ac. secundari R
ecrp | ANFEGFP ON Agltggfgglgﬁi?:a th
(MBL) 1/200 : 1/200
tecnologies)
, Anti-rabbit-Alexa
Anti-EGFP ON . 1h
EYFP (MBL) 1/200 Fluor 555.(L|fe 1/200
tecnologies)
1D4 (Cell 1h anti-mouse FITC 1h
Rho-1D4 Essentials) 1/2000 (Sigma) 1/200

Taula 3. Condicions de treball amb anticossos en experiments d’immunocitoquimica. Cada etiqueta,
normalment, requereix un anticos primari especific, a excepcié de ECFP i EYFP que degut a la seva
semblanca de seqliéncia s6n reconegudes pel mateix anticos. Cada anticos primari necessita un anticos
secundari adequat que presenti un marcatge fluorescent. Les condicions d’incubacié depenen de cada

anticos i s’han determinat experimentalment.
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Finalment, els cobreobjectes es van recollir i muntar cobrint les preparacions amb
Vectashield Mounting Medium with DAPI (Vector Labs, RU). Les imatges foren
adquirides mitjancant microscopia invertida de fluorescéncia, utilitzant el

microscopi Nikon Eclipse Ti (Isaza, Espanya).
3.2.3. Assajos de senyalitzacioé mitjancant luciferasa
3.2.3.1. Fonaments del métode

Els assajos de senyalitzacié basats en luciferasa constitueixen metodes per a
caracteritzar l'expressié genica, que a més, permeten detectar variacions molt
petites en la transcripcid de gens. Es tracta d’un sistema en qué es sintetitza un
determinat factor de transcripci6 com a consequéencia d’una cascada de
senyalitzacié que, en aquest cas, té el seu origen en l'activacié6 d'un GPCR. La
sintesi d’aquest factor de transcripcié es detecta per I'activitat enzimatica d’una
proteina fusionada a aquest factor de transcripcié (figura 19). Tot i aix0, aquesta
técnica presenta un inconvenient
que consisteix en que la lectura i o P 1 .
I'activacio estan separades per un Hl UTL ’ﬁ‘ prouy

llarg espai de temps, i per tant, no i @

Y,
- Qi

és a temps real [110].

Es conegut que [lactivacié d’un —
mateix GPCR pot donar lloc a
diferents cascades de

senyalitzacié, tot depenent del

subtipus de prote'l'na G que s’hi Figura 19. Diagrama esquematic dels fonaments

) bioquimics de I'assaig gene reporter assay. Es
acobli. Aquestes cascades acaben
representen de manera molt general algunes de les

donant lloc a Iexpressm de cascades de senyalitzaci®6 que desencadenen els
diferents factors de transcripci® GPCRs com a consegiiéncia de I'acoblament a una
especifics per a cadascuna d’elles determinada proteina G. Imatge obtinguda de

. , www.promega.es.
[110]. Aixi doncs, I'Us d’aquest
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sistema per als diferents factors de transcripcié coneguts, corresponents a les
diferents vies de senyalitzacid, activades per les diferents proteines G, permet
coneixer quines vies de senyalitzacio utilitza un determinat receptor per enviar la
informacio al nucli, i el grau d’activacié del mateix enfront a diferents condicions
(figura 19).

3.2.3.1. Protocol experimental

D’entre els diversos kits comercials existents, en aquest experiment es va escollir
el kit Bright-Glo™ Luciferase Assay System (Promega, Espanya) per detectar
I'activacio dels receptors a través de la mesura indirecta de I'expressié de factors
de transcripcid. Els vectors portadors dels factors de transcripcid en questid
contenien, com ja s’ha mencionat anteriorment, el gen de la luciferasa controlat
transcripcionalment pels factors de transcripcié. Aquests eren els seglents:
pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro] i pGL4.32[luc2P/NF-kB-RE/Hygro] i per tant els
factors de transcripcidé eren el SRE (factor de transcripcié séric) i el NF-kB-RE
(factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les cél-lules B
activades). Les cél-lules, tant les HEK 293T com les HEK293S GnTi-, es van
cotransfectar, en cada cas, amb el corresponent factor de transcripcié fusionat a la
luciferasa i el receptor I'activitat del qual havia de ser analitzada. Les transfeccions
es van dur a terme sempre en condicions d’equivaléncia entre el cDNA codificant
per al receptors i el codificant per al factor de transcripci6. En el cas de I'analisi de
I'activitat de diferents receptors al mateix temps (heterocomplexos), també es van
transfectar quantitats equivalents per a cada receptor. Les cél-lules es van
transferir a plaques blanques de 96 pous (Perkin Elmer, EUA) en medi sense
FBS, 24 h després de la transfeccié. Després d’una nova incubacié de 24 h, les
cel-lules es van incubar amb els agonistes corresponents als receptors d’estudi en
OPTIMEM, durant 4 h. ElI 8-OH-DPAT (8-Hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralin
hidrobromur) (Tocris, RU) a una concentracié de 100 uM va utilitzar-se per a
estimular el receptor 5-HT1a, el ZnCl2 (clorur de zinc) (Sigma, Espanya) a 100 uM
per a GPR39 i gal (1-29) (Sigma, Espanya) a 1 uM per al receptor GalRj.

L’activitat de la luciferasa es va determinar tal i com es descriu al protocol del
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fabricant amb un lector de plaques Infinite M200 reader (TECAN, Suissa),
utilitzant les condicions estandard de lectura de luminescencia. Els experiments
es van dur a terme per triplicat, i es van mesurar quatre répliques per a cada
condici6 en cada repeticidé. L’analisi estadistica dels resultats es va realitzar
mitjancant one-tailed paired t-test amb el programari GraphPad Prism (GraphPad
Software Ind, EUA). Un valor de p igual o inferior a 0.05 va considerar-se una

diferéncia significativa.

3.2.4. FRET

3.2.4.1. Fonaments del métode

Els origens d’aquest métode es remunten a I'any 1920, quan es va descriure per
primer cop la transferéncia d’energia d’excitacié entre dues molecules. Pero no va
ser fins I'any 1946 quan Theodor Fdster va publicar la teoria de transferéncia

d’energia per ressonancia (Férster Resonance Energy Transfer, FRET) [111].

Es tracta d’'un métode biofisic basat en la transferencia d’energia d'excitacié no
radiant entre dos dipols electromagnétics perpendiculars, és a dir, des d’un
cromofor (donador) en estat excitat a una altre cromofor que es trobi a una
distancia inferior a 10 nm (acceptor). Aixd es degut a que l'eficiencia de la
transferencia d’energia entre totes dues molecules es proporcional a I'inversa de
la sisena poténcia de la distancia [111]. A més a més, ha d’existir un solapament
entre I'espectre d’emissio del donador i el d’excitacioé de I'acceptor, de manera que
part de I'energia emesa pel donador sigui transferida a I'acceptor, i aquest emeti

com si hagués estat excitat directament [112].

Tenint en compte que aquesta técnica permet detectar molecules que es troben
en posicions properes i possiblement interactuant, aixd0 la converteix en una
técnica amb diferents aplicacions, d’entre les quals destaca la deteccid
d’interacci6 entre proteines [113]. En aquesta tesi en concret, aquesta técnica s’ha

emprat per a estudiar la interaccidé entre GPCRs en cél-lules vives. Aixo ha estat
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possible gracies a la fusio transcripcional dels receptors a proteines fluorescents
(GFP i les seves variants), que compleixen les caracteristiques per utilitzar-se
com a cromofors per al FRET. Les proteines fluorescents, d’acord amb les seves
caracteristiques espectrals, s’agrupen en parelles (una actua d’acceptor i I'altra de
donador) anomenades parelles de FRET. En aquesta tesi s’han utilitzat les
seglents parelles: ECFP-EYFP i hrGFP II-EYFP.

Existeixen diferents métodes per a mesurar el FRET (Acceptor Photobleaching,
FLIM-FRET...) [114]. En aquesta tesi s’ha utilitzat el métode d’emissio
sensibilitzada (figura 20), en el qual la fluorescéncia de l'acceptor és induida
després de l'excitacié del donador. Dintre d’aquesta metodologia especifica de
mesura del FRET, en aquesta tesi s’ha utilitzat diferents variants tal i com es

descriu en el seguent apartat.

Figura 20. FRET entre CFP i YFP. (A) Absencia de FRET: I'emissi6 de CFP no aconsegueix excitar YFP. (B)
Preséncia de FRET: I'emissi6 de CFP és absorbida per YFP que emet com si hagués estat excitada

directament. Imatge cedida per Diana Rivera Rodriguez, adaptaci6 de [114].

3.2.4.2. Protocol experimental

En aquesta tesi la técnica del FRET va portar-se a terme utilitzant tres

metodologies diferents i amb finalitats també diferents:
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En primer lloc va utilitzar-se per a determinar I'especificitat d’interaccié entre
dues proteines, en aquest cas GPCRs. El méetode utilitzat va ser I'assaig de
saturaci6, també conegut com a assaig de titraci6. Per a dur a terme aquests
assajos, les cél-lules es van transfectar en plaques de 6 pous amb les seguents
parelles de FRET (vegeu Abreviatures) i en les seguents ratios acceptor/donador

d’acord amb I'experiment en questio (taula 4).

Acceptor (A) Donador (D) Proporcié A/D (pg/pg)
5-HT1A-ECFP GalR+1-EYFP 0/1, 0.5/5, 1/1, 2/1, 3/1,4/1
5-HT1A-ECFP-1 GalR+1-EYFP 0/1, 0.5/5, 1/1, 2/1, 3/1,4/1
5-HT1A-ECFP-2 GalR+-EYFP 0/1, 0.5/5, 1/1, 2/1, 3/1,4/1
5-HT1a-ECFP GalR+-EYFP-1 0/1,0.5/5, 11, 2/1, 3/1,4/1
5-HT1a-hrGFP I GPR39-EYFP 0/1,0.5/5, 1/1,1.511, 211, 3/1,4/1, 5/1.

Taula 4. Condicions de transfeccié per als experiments d’especificitat de FRET. Es descriu la parella de
receptors entre els quals es donara la interacci6 i les diferents proporcions acceptor/donador que s’utilitzaran

en cada experiment.

Dos dies després de la transfeccid, les cél-lules es van recollir i resuspendre amb
PBS complementat amb 0.1 g-I'" CaCl: (clorur de calci), 0.1 g-I'" MgCl2 (clorur de
magnesi) i 0.1 g-I'* D-glucosa (Sigma, Espanya). A continuacio les cel-lules es van
transferir a plaques de 96 pous de color negre (Greiner Bio-One, Austria). La
concentracié cel-lular va determinar-se mitjancant un kit de quantificacié proteica
(Fluka, Espanya). Seguidament es va enregistrar I'’emissid puntual de
fluorescencia, utilitzant el lector de fluoresceéncia Infinite M200 (Tecan, Suissa), en
les seglents condicions, dependents de la parella de FRET utilitzada en cada cas

(vegeu taula 5).

Parella de Condicio 1 Condicio 2 Condicio 3
FRET (Donador) (Acceptor) (FRET)
ECFP- A excitaci6o=420 nm | A excitacié=500 nm | A excitacio=420 nm
EYFP A emissié=485 nm A emissi6é=530 nm A emissi6é=530 nm

hrGFPII- A exitacié=485 nm A exitaci6=415 nm A excitaci6=485 nm
EYFP A emissié=516 nm A emissié=546 nm A emissié=546 nm
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Taula 5. Condicions d’enregistrament de fluorescencia puntual per als experiments d’especificitat de FRET.
En la condicié 1 es detecta I'emissié del donador després d’excitar-lo directament. En la condici6 2 es fa el
mateix amb I'acceptor i en la condicié 3 es detecta I’emissid de I'acceptor com a consequéncia de I'excitacié

del donador, fenomen conegut com a FRET.

La quantificacié del FRET entre els diferents parells de receptors és va realitzar

seguint el protocol de calcul préviament descrit per a aquesta metodologia [115].

En segon lloc es van realitzar experiments en els qué es va enregistrar tot
’espectre corresponent al FRET (455-560 nm) després d’excitar a 420 nm, amb
dos objectius diferents: corroborar els resultats obtinguts mitjancant les
corbes de saturacié (1) i determinar modificacions en la transferéncia
energética degudes determinades condicions de transfeccio (2). L'exposicid
a diferents substancies es va realitzar des del moment de la transfecci6 fins a la
recol-lecci6 de les cél-lules, que va realitzar-se tal i com s’ha descrit per a les

corbes de titracid. En la taula 6 es resumeixen els diferents tipus d’experiments

realitzats.
Parelles FRET | ati0 Altres SOl SEEBED
A/D negatiu [ control negatiu
5-HT1a-ECFP+
1/1 No No No 1
GalR1-EYFP
5-HT1a-ECFP-1+
1/1 No No No 1
GalRs-EYFP
5-HT1a-ECFP-2+
1/1 No No No 1
GalR+-EYFP
5-HT1a-ECFP+
1/1 No No No 1
GalR+-EYFP-1
5-HT:a-ECFP+ ZnCl2 (5 MM, pECFP' ZnCl> (5 MM, 50
11 50 uM, 100 EYEP MM, 100 uM i 200 2
GalR+1-EYFP UM i 200 uM) P M)
5-HT1a-ECFP+ 1M GPR39 pECFP- GPR39 5
GalR{-EYFP (cotransfeccid) | pEYFP (cotransfeccio)
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Taula 6. Condicions experimentals emprades per a I'enregistrament de les corbes completes de FRET entre
els receptors. Les dades corresponen a sis experiments diferents. La columna “altres” indica modificacions
respecte al protocol general, com sbén I'exposicid dels cultius a diferents concentracions de ZnCl> o la
cotransfecci6 amb un tercer receptor a part dels portadors dels reporters fluorescents. La columna control
negatiu indica si I'experiment necessita un control negatiu i de quin es tracta, a més a més també s’especifica

les condicions experimentals en qué s’han de dur a terme aquests controls negatius. Finalment la darrera
columna indica quina és la finalitat de I'experiment en qglesti6é d’entre les dues que apareixen en el paragraf

anterior.

Les corbes van ser tractades i normalitzades utilitzant el programari Peakfit
(Systat Software, EUA).

Finalment va utilitzar-se una tercera metodologia de FRET per tal de determinar
I'efecte de la galanina, tant gal (1-29), gal (1-15), com la col-lecci6 de mutants
d’aquesta ultima sobre I’heteromer 5-HT1a-ECFP-GalR+-EYFP. Les sequéncies

dels péptids utilitzats son les seglents:

® Gal (1-29): GWTLNSAGYLLGPHAVGNHRSPSDKNGLTS
® Gal(1-15): GWTLNSAGYLLGPHA

® Gal(1-15)1: AWTLNSAGYLLGPHA
® Gal(1-15)2: GATLNSAGYLLGPHA
® Gal(1-15)3: GWALNSAGYLLGPHA
® Gal(1-15)4: GWTANSAGYLLGPHA
® Gal(1-15)5: GWTLASAGYLLGPHA
® Gal(1-15)6: GWTLNAAGYLLGPHA
® Gal(1-15)8: GWTLNSAAYLLGPHA
® Gal(1-15)9: GWTLNSAGALLGPHA
® Gal(1-15)10: GWTLNSAGYALGPHA
® Gal(1-15)11: GWTLNSAGYLAGPHA
® Gal(1-15)12: GWTLNSAGYLLAPHA
® Gal(1-15)13: GWTLNSAGYLLGAHA
® Gal(1-15)14: GWTLNSAGYLLGPAA
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En aquest cas la cotransfeccié dels receptors 5-HT1a-ECFP i GalR+1-EYFP es va
realitzar exclusivament a una ratio 1/1. L’exposicid, igual que en el cas del zinc, es
va fer des del moment de la transfeccio fins al de la lectura, i a una concentracio
de 1 uM en tots els casos. La recol-leccié de les cel-lules es va fer igualment com
en els casos anteriors. Seguidament es va procedir a I'’enregistrament de valors
puntuals d’emissid, tal i com s’indica en la taula 4 per a aquest parell especific de
FRET. Finalment es va calcular el valor de FRET per aquesta ratio utilitzant la

metodologia de calcul anteriorment esmentada [115].

3.3. IMMUNOPURIFICACIO DE GPCRS MARCATS AMB
L’ETIQUETA 1D4

3.3.1. Immunopurificacié

3.3.1.1. Fonaments del métode

La immunopurificacié consisteix en I'obtencié de la forma pura d’'una proteina a
partir d’un lisat cel-lular. S’aconsegueix mitjangant I's d’anticossos especifics per
a la proteina a purificar, o bé per a una etiqueta de la mateixa, en aquest cas
Rho-1D4. Aquests anticossos es troben units a polimers de polisacarids (sefarosa,
agarosa...) que permeten la seva precipitacio, i per tant la de la proteina,
separant-la de la resta del lisat. En aquesta tesi, les proteines a purificar eren
receptors de membrana, de manera que es partia d’un lisat cel-lular obtingut per
solubilitzaci6. Aixo es aixi, perqué les proteines de membrana no son estables en
un medi aquds, de manera que com a pas previ a la seva purificacié, s’han de
solubilitzar amb un detergent que mimetitzi I'entorn hidrofobic en qué aquestes es

trobaven en la membrana cel-lular, i aixi poder purificar-les de forma estable.
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3.3.1.2. Protocol experimental

Ates que es tractava del primer cop que es purificaven els receptors esmentats, el
protocol es pot considerar nou, perd basat en protocols previs de purificacio
d’altres GPCRs amb la mateixa etiqueta [104].

Els constructes corresponents als receptors a purificar es van transfectar en
cel-lules HEK-293S GnTi-, tal i com s’ha indicat anteriorment. Les cél-lules es van
recollir, 48 h després de la transfeccio, per centrifugacié a 4000 g durant 5 min. El
precipitat obtingut es va solubilitzar en un volum de 10 ml per placa recollida, en
tamp6 de solubilitzacié (vegeu apartat 3.6) amb 100 uM PMSF (fluorur de
fenilmetilsulfonil) i 1 uM de I'agonista corresponent al receptor a purificar, 8-OH-
DPAT per a 5-HT1a, gal (1-29) per a GalR1 i ZnCl2 per a GPR39 durant 1 h a 4 °C.
El solubilitzat cel-lular resultant va ser centrifugat a 35000 rpm durant 35 min a 4
°C. El sobrenedat obtingut en aquesta centrifugacidé es va incubar amb sefarosa
activada per bromur de ciandgen 4B Fast Flow (GE healthcare, Espanya)
conjugada amb I'anticos Rho-1D4 (Cell Essentials, EUA) durant 2.5 h, en agitacio
suau i a 4 °C. Seguidament, es va recuperar la reina de sefarosa i es va netejar
amb tamp0 de rentat. L’UItim pas va consistir en I'elucidé de la proteina que es va
dur a terme durant 3 h en tampé d’elucié amb 0.5 mM del péptid Rho-1D4 9-mer
(TETSQVAPA) (Unitat de Técniques Separatives i Sintesi de Peptids, Universitat
de Barcelona, Espanya). Finalment les proteines purificades es van detectar
mitjancant Western blot i blue native PAGE (electroforési en gel d'acrilamida). Les

condicions del Western blot son les seglents:

Anticos primari: Rho-1D4, (1/10000) 1 h RT
Anticos secundari: anti-mouse-lgG-HRP (1/5000) 1 h RT.
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3.3.2. Co-immunopurificacié

3.3.2.1. Fonaments del métode

La co-immunopurificacié consisteix exactament en el mateix métode que la
immunopurificacié, pero, en aquest cas, es purifiquen dues proteines al mateix
temps: la que és reconeguda per l'anticos i una altra que interacciona amb
aquesta. En els experiments duts a terme en aquesta tesi, el protocol de
purificaci6 no experimenta cap modificacid, perd0 si el de transfeccié, cal
transfectar tots dos receptors, el que presenta I'etiqueta i el que suposadament
interacciona amb aquest ultim. A més a més, cal realitzar un pas previ a la
solubilitzacié dels receptors, per tal de fixar les suposades interaccions entre les
proteines mitjangcant un crosslinking quimic, i aixi estabilitzar els possibles
complexos, de manera que aquests siguin més resistents a les diferents etapes
del procés. L’agent utilitzat per al crosslinking és el DMA (dimetil apimidat), un
agent permeable que conté grups imidoester que reaccionen amb els grups amino

de les proteines [116].

3.3.2.2. Protocol experimental

Previ a la co-immunopurificaci6, per tant, es van realitzar les seglents

transfeccions i cotransfeccions, en quantitats equivalents per a cada cDNA:

*5-HT1a-1D4 (control 1)

*GalR1-1D4 (control 2)

*5-HT1A-1D4+GPR39-1D4 (mostra 1, dimer)
*5-HT1a-1D4+GPR39-1D4+ GalR1 (mostra 2, trimer)

Les cel-lules es van tractar, 48 h després de la transfecci6, amb DMEM-F12
complementat amb 10 mM DMA (Sigma, Espanya) a pH 8-9, durant 1 h a RT.
Després les célllules es van recollir i purificar seguint exactament el mateix

protocol que en el cas anterior. Per tal de detectar la co-immunopurificacio, es van
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fer tres Western blots (seguint el protocol que es descriurd més endavant) a partir
d’una mateixa membrana, regenerada mitjangcant Western blot stripping buffer
(Thermo Scientific, Franca) entre cada blot. Les condicions de cada blot es

resumeixen en la taula 7.

<z < s . . | Condicions Anticos Condicions
IR | AT LT ac.primari secundari ac.secundari
Etiqueta 1D4 (Cell 1h Anti-mouse-1gG- 1h
1D4 Essentials) 1/2000 HRP 1/5000
Etiqueta , ON Anti-rabbit-1gG- 1h
Eyrp | AMH-EGFP(MBLIL 4500 HRP 1/5000
Receptor (ggtr:ﬁ%lz} ON Anti-goat-lgG- 1h
GalR . 1/100 HRP 1/5000
Biotecnology)

Taula 7. Condicions de treball amb anticossos en els blots corresponents a la co-immunopurificacié. Com ja
s’ha descrit en taules anteriors, es necessita una anticos especific per a cada etiqueta o receptor (en el cas

de que aquest no estigui marcat). Les condicions d’incubaci6 han estat determinades experimentalment.
Immunopurificacio Co-immunopurificacio
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Figura 21. Representaci6 esquematica de la immnopurificacié i la co-immunopurificacié. En la

immunopurificaci6 només hi participa un receptor, mentre que en la co-immunopurificacid hi participa el
receptor que sera reconegut per l'anticds i un altre que hi interacciona, de manera que es purificara el
complex format per tots dos i reforcat mitjangant un crosslinking quimic. El protocol és el mateix en tots dos
casos: una etapa de solubilitzaci6é seguida de la purificacié mitjancant I'anticos 1D4, especific per al marcatge

Rho-1D4 que tenen les proteines.
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3.3.2. Quantificacié de la proteina purificada

Per tal de quantificar la proteina purificada, es va enregistrar I'espectre de la
mostra eluida entre 250 nm i 320 nm, de la mateixa manera que en el cas de la
quantificacidé del cDNA, perd sense diluir la mostra i tenint el compte que el maxim
d’absorcié d’una proteina correspon als 280 nm. Els coeficients d’extincié molar

dels receptors d’estudi sén els seguents:

Receptor € (M-'cm-) Codi ProtParam
5-HT1a 57255 P08908
GalR; 55515 P47211
GPR39 58620 043194

Taula 8. Coeficients d’extinci6 molar (¢) d’acord amb ProtParam (http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam)

corresponents als diferents receptors purificats.

3.4. TECNIQUES IN VITRO A PARTIR DE RECEPTORS PURIFICATS
3.4.1. Western Blot
3.4.1.1. Fonaments del métode
El Western Blot és una tecnica que permet la detecci6 especifica de proteines
previament separades mitjangant un gel SDS-PAGE, a través de I'Us d’anticossos.
Igualment com en el cas de la immunocitoquimica, les proteines son detectades

per un anticos primari, que al seu torn és reconegut per un anticos secundari que

amplifica el senyal i en permet la deteccid.

3.4.1.2. Protocol experimental

Per a la realitzaci6 dels diferents Western blots utilitzats en la tesi, es va mesclar

500 ng de la mostra en questi6 amb tampd de carrega desnaturalitzant (vegeu

90


http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam
http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam

apartat 3.6) i es van carregar en cadascun dels pous d’un gel de poliacrilamida

SDS-PAGE. La composici6 del gel queda descrita en la taula 9.

GEL SEPARADOR
Reactiu Concc_en_tracm Concgntracm Volum
Inicial final
Aigua destil-lada - - 1.25 ml
Tris-HCI (Bio-
Rad) 1.5MpH 8.8 0.75 M 5ml
Acrilamida/ o o o o
Bisacrilamida 37.5%/0.8% 12%/0.50% 3.2ml
SDS 10% 0.1% 0.1 ml
APS 10% 0.1% 0.1 ml
TEMED 10% 0.05% 0.05 ml
GEL APILADOR
Reactiu Concgn_tracm Concgntracm Volum
Inicial final
Aigua destil-lada - - 2.9 ml
Tris-HCI (Bio-
Rad) 0.5MpH 6.8 0.125 M 1.25 ml
Acrilamida/ o o o o
Bisacrilamida 37.5%/0.8% 5%/0.13% 0.67 ml
SDS 10% 0.1% 0.5 ml
APS 10% 0.1% 0.5 ml
TEMED 10% 0.05% 0.05 ml

Taula 9. Composicié dels gels SDS-PAGE. Abreviatures: APS (persulfat d’amoni), SDS (dodecil sulfat de

sodi) TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina), tris (tris(hidroximetil)aminometa).

Els gels es van correr durant 40 min a 250 V en tampo de correguda Laemmli i

utilitzant el marcador de pes molecular pre-tenyit SDS7B2 (Sigma, Espanya).
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Seguidament les proteines es van transferir a membranes de nitrocel-lulosa
(Sigma, Espanya) mitjancant l'us del Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad, Espanya) en tampd de transferéncia. Acabada la transferéncia, les
membranes es van bloquejar amb tampd de bloqueig i incubar amb I'anticos
corresponent a I'experiment en concret. Entre cada incubacié la membrana era
rentada tres cops amb tampd TTBS (vegeu apartat 3.6 per a la composicioé dels
tampons). Les transferéncies es van revelar utilitzant el substrat SuperSignal West
Pico Chemiluminiscent Substrate (Luminol/H202) (ThermoFisher Scientific,

Francga), mitjancant I'exposicié a paper de raig X.

3.4.2. Gels natius (Blue-Native PAGE).

3.4.2.1. Fonaments del métode

Els gels natius son gels de poliacrilamida que difereixen respecte als SDS-PAGE
per l'abséncia d’agents desnaturalitzants en la seva composicidé. D’entre els
diferents tipus de gels desnaturalitzants existents, en aquesta tesi s’ha utilitzat el
Blue Native PAGE. Aquest tipus de gel natiu utilitza el colorant Coomassie, que es
capa¢ d’'unir-se a les proteines de membrana com a consequéncia de les seves
propietats hidrofobes. La unié de moltes molecules de colorant a aquest tipus de
proteines els hi confereix una basicitat que els hi permet migrar en abséncia
d’agent desnaturalitzant [117]. Aquesta tecnica permet la ressoluci6 de les
proteines d’acord al seu pes molecular [118], permetent determinar I'estat natural
d’oligomeritzacid en qué es troben les proteines purificades, la qual cosa és de
vital importancia en aquesta tesi, sobretot tenint en compte que els agents

desnaturalitzants sélen donar lloc a I'agregaci6 artefactual dels GPCRs.

3.4.2.2. Protocol experimental

Per a la realitzacio dels diferents gels natius utilitzats, es va mesclar 2 ug de la
mostra en questi6 amb tampéd de carrega natiu (vegeu apartat 3.6) i carregar en

un tricine blue native PAGE gel. El gel es va deixar correr durant 4 h a 100 V i RT.
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Com a marcadors de pes molecular va utilitzar-se un estandard de BSA (Sigma,
Espanya), aixi com també el marcador NativeMark™ Unstained Protein Standard
(Life technologies, EUA). Vegeu la composicié del tampé de correguda en I'apartat
3.6. La composicio del gel es troba descrita en la taula 10.

GEL SEPARADOR
Reactiu Conc«_an_tracié Concgntracié Volum
Inicial final
Aigua destil-lada - - 4 mi
Bis-Tris 1 MpH 8.8 2.5 mM 0.4 ml
Bg‘;i'f”r::giz; 37.5%/0.8% 16%/0.35% 3.5 ml
SDS 10% 0.1% 0.1 ml
APS 10% 0.1% 0.1 ml
TEMED 10% 0.05% 0.05 ml
GEL APILADOR
Reactiu Conc«_an_tracié Concgntracié Volum
Inicial final
Aigua destil-lada - - 4 ml
Bis-Tris 1 MpH 8.8 2.5 mM 0.25 ml
Bg‘;i'f”r::giz; 37.5%/0.8% 5.25%/0.12% 0.7 ml
SDS 10% 0.1% 0.1 ml
APS 10% 0.1% 0.1 ml
TEMED 10% 0.05% 0.05 ml

Taula 10. Composicié dels Blue native PAGE gels.

(hidroximetil)-meta).
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El fet de que el tamp6 de correguda ja portés incorporat el Coomassie permetia
que el gel es tenyis al mateix temps que es donava el desplagcament de les
proteines. D’aquesta manera, un cop corregut el gel només era necessari
destenyir amb tampd de destenyir o alternativament amb aigua. Les imatges es
van obtenir mitjancant el sistema ChemiDoc XRS equipat amb el programari

Quantity one (Bio-Rad, Espanya).

3.4.3. Assajos d’estabilitat proteica per fluorescéncia
3.4.3.1. Fonaments del métode

Aquest métode esta basat en les propietats fluorescents intrinseques de les
proteines en general i els GPCRs en particular. Es a dir, es pot conéixer I'estat de

I’estructura terciaria d’una proteina en funci6 del seu espectre d’emissio.

Quan una proteina es troba en un ambient hidrofobic, corresponent a I'estat plegat
o natiu, la seva intensitat de fluorescéncia intrinseca és alta. Aixo és aixi perque el
rendiment quantic dels aminoacids implicats en aquesta (triptofans
majoritariament) també ho és. En canvi en un ambient hidrofilic, corresponent a
'estat desplegat, el rendiment quantic decreix i en consequéncia la intensitat de
fluorescéncia disminueix. A més a més, I'entorn també modifica la A (longitud
d’ona) a la que es dbna el pic d’emissid, estant desplagat cap a la part infraroja de
'espectre quan aquest es més hidrofilic, i per tant, a la part ultraviolada de
espectre quan aquest és més hidrofobic [119]. Per tant, la combinacié de
tractaments que modifiquen I'estat de I'estructura terciaria de la proteina amb
I’'espectroscopia de fluorescéncia, permet estudiar-lo mitjangant espectroscopia de

fluorescéncia.

3.4.3.2. Protocol experimental

Les proteines purificades a una concentracié de 1 pM, o bé L-Trp (triptofan) a 12

MM, van ser exposades a DTT (ditrioteitol) (Sigma, Espanya), a les seguents
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concentracions (0 mM, 1.5 mM, 3 mM, 4.5 mM, 6 mM i 10 mM) durant 15 min, tot
enregistrant-ne I'espectre després de cada incubacié. La longitud d’ona d’excitacio
era 295 nm i el rang d’emissio enregistrat era de 310-400 nm. Les mateixes
condicions van utilitzar-se per exposar les proteines a 10 mM DTT conjuntament
amb 6 M GndHCI (clorur de guanidini). En tots els casos els espectres van ser
corregits per a la fluorescencia corresponent al tampé de dilucié i al DTT aixi com
també per al GndHCI. Les dades van ser enregistrades mitjangcant un
espectrofluorimetre Quanta Master 4 (PTI, EUA). Les corbes es van suavitzar i
normalitzar utilitzant el programari PeakFit. Els resultats corresponen a la mitjana

de tres mesures.

3.4.4. Assajos d’activacié de proteina G

3.4.4.1. Fonaments del métode

Aquest métode, igual que en el cas anterior, esta basat en la fluorescéncia
intrinseca de les proteines, i en aquest cas de les proteines G que s’acoblen als
receptors objecte d’estudi, Gaii i Gai2 (subunitats alfa de les proteines G).
L’activacié d’aquestes proteines per part dels receptors té com a resultat un canvi
conformacional degut a la hidrolisi del GTP. Aquest canvi pot ser monitoritzat
seguint la fluorescéncia d’un residu de triptofan especific, que a més, sempre es
tradueix en un increment de I'emissio de fluorescencia per part d’aquest triptofan,

sempre que es tracti de proteines G correctament plegades i actives [120].

3.4.4.2. Protocol experimental

Ates que era el primer cop que es realitzava aquest experiment per a GalR1 i 5-
HTia, va prendre’s com a protocol de partida l'utilitzat per a determinar la
funcionalitat de la transducina després de la seva activacié per la rodopsina [120].
Aquest es va modificar successivament fins a adaptar-lo satisfactoriament als

nostres receptors .
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Les subunitats Gq corresponents a les proteines Git i Gi2 es van adquirir
comercialment de Prospec (Ness Ziona, Israel). L’activitat dels receptors 5-HT1a i
GalR1 es van obtenir mesurant la capacitat d’activacié de Gi1 i Gip,
respectivament, per part dels mateixos. Atés que els receptors es trobaven
purificats ja units als corresponents lligands, els experiments d’activacié es van
dur a terme monitoritzant la fluorescéncia intrinseca de les subunitats a (de les
proteines G esmentades), abans i després de I'addici6 de GTPyS (5'-O-[gamma-
tioltrifosfat de guanosina). Va utilitzar-se el mateix espectrofluorimetre que en els
casos anteriors, perd0 en aquest cas va enregistrar-se la fluorescéncia emesa a
338 nm, com a consequéncia de I'excitacid a 280 nm, al llarg del temps. Les
condicions experimentals van ser les seguents: 5 nM receptor, 100 nM subunitat
Ga, 25 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl (clour de sodi), 5 mM MgClz, 2.5 mM DTT,
0.06% DM. Una concentracié de 30 uM de GTPyS es va addicionar a la mostra

un cop s’havia estabilitzat 'emissié de la proteina .

3.4.5. Assajos mitjancant SPR

3.4.5.1. Fonhaments del métode

D’acord amb la literatura, aquesta tesi é€s possiblement el primer treball, sind el
primer, on s’utilitza la tecnologia del SPR per estudiar I'heterodimeritzacié entre
dos GPCRs.

L’SPR és una tecnologia que permet detectar, de forma molt sensible, canvis en
'index de refraccié (canvi de la velocitat velocitat amb la qué la llum passa a
través d’'un material) d’una superficie metal-lica com a consequencia de la unid
d’'una biomolécula. Aquesta superficie metal-lica ha de ser modificada
quimicament per a permetre la unié covalent del lligand, que en els estudis amb
proteines generalment sol ser un anticos especific per a la proteina que es vol
estudiar. Es tracta doncs, d’una superficie fina d’or recoberta per dextra carboxilat

que rep el nom de sensorxip [121] .
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Les proteines a estudiar s’injecten de manera constant en el sensorxip i la uni6 i
posterior dissociacid, quan s’atura la injeccidé de les mateixes, €s monitoritzada a
temps real. La resposta es representa esquematicament respecte al temps en un
grafic anomenat sensorgrama. El senyal obtingut com a resposta és proporcional
a la ratio proteina/superficie [121], vegeu figura 22. Es tracta d’'un metode que
detecta estrictament canvis en I'index de refraccié deguts a canvis en la massa,
de manera que no es necessita que les proteines d’estudi presentin cap etiqueta
[122].
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Figura 22. Representacio esquematica del funcionament d’un aparell de SPR. L’'SPR s’observa com una
ombra esmolada en la llum reflexada per la superficie quan es exposada a una llum polaritzada. Sobre
aquesta superficie, que té I'anticos unit, s’hi passa, a flux constant, la proteina d’estudi. La variaci6é de I'angle
de reflexié depén de la massa de la proteina que s’uneix, és a dir canvia com a conseqiiéncia de la unio,
perqué aquest fenomen li confereix una massa diferent a la superficie [123]. El canvi de I'angle s’enregistra a

mode de resposta en un sensorgrama.

Seguidament es descriu com funciona un cicle de SPR per a determinar interaccio

entre proteines.
Quan I'anticos es troba immobilitzat en la superficie del sensorxip i la resposta ja
esta estabilitzada, es passa per sobre de la superficie una solucié que conté la

proteina. A mesura que es va donant la interaccid proteina-anticos, I'index de
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refracci6 del medi adjacent a la superficie del sensorxip incrementa, i en
consequencia es déna un augment del senyal, mesurat com RU (unitats de
ressonancia). L’analisi d’aquesta part de la corba ens permet determinar la
constant d’associacio. A continuacio la solucié que conté la proteina es substitueix
per un tampd, de manera que la proteina que no s’ha unit especificament es
dissocia. L’analisi d’aquesta part de la corba permet calcular la constant de
dissociacié. Per tal de poder repetir 'experiment cal eliminar la proteina unida,
aixo s’aconsegueix, per exemple, amb un agent desnaturalitzant, i aquesta etapa
s’anomena de regeneracid (figura 23). Aquesta etapa és necessaria degut a que
per tal d’obtenir uns resultats fiables tot el cicle s’ha de repetir utilitzant diferents
concentracions de la proteina d’estudi. Finalment I'afinitat de la interacci6 es

calcula a partir de la ratio constant d’associacid/constant de dissociacié [123].
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Figura 23. Representacio esquematica d’un cicle de SPR [123]. El cicle s’inicia amb l'injeccié de la proteina
d’estudi sobre la superficie acoblada amb I'anticds. Es tracta de la fase d’associacio, que finalitza quan
I'anticos ja no és capag d’unir més proteina (plateau). Seguidament s’injecta tampd de correguda per eliminar
la proteina que no s’ha unit especificament. Es tracta de la fase de dissociaci6. L’experiment acaba aqui.
Pero cal regenerar la superficie per tal de poder iniciar un nou cicle. La fase de regeneracié elimina tota la

proteina unida a I'anticos i deixa la superficie llesta per a tornar a iniciar un nou cicle.
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3.4.5.2.Protocol experimental

3.4.5.2.1. Preparacio del sensorxip

Els experiments de SPR es van realitzar al laboratori del Dr. Koch, Univeristat
d’Oldenburg, Bremen, Alemanya. Es va utilitzar I'aparell Biacore 2000 (GE
healtcare, Alemanya). El sensorxip utilitzat corresponia a un CMD 50 d (Xantec

Bioanalytics, Alemanya).

En els nostres experiments, aquesta tecnica, enlloc d’utilitzar-se per a determinar
I’afinitat d’interacci6 entre I'anticos i la proteina unida a aquest, es va utilitzar per a
determinar I'afinitat entre la proteina unida a I'anticos i els receptors GalR+ i 5-

HT1a, per tal d’estudiar la interaccid entre tots dos.

Tal i com s’ha descrit anteriorment, el primer pas en tot experiment de SPR
consisteix en la immobilitzacié de I'anticos. En aquest cas, es va immobilitzar dos
anticossos, cadascun en una cel-la de flux diferent. D’'una banda I'anticos 1D4,
especific per als nostres receptors, i de l'altra IgG1 (Sigma, Alemanya), com a
control negatiu. La immobilitzacié de lanticos 1D4 es va realitzar a través
d’acoblament per amines. No es tracta d’una unié especifica ja que I'acoblament
de I'anticos es dona mitjangant residus de lisina. Va injectar-se tamp6 base (vegeu
la composicio en I'apartat 3.6) a un cabal constant de 5 ul/min. Es va utilitzar una
mescla de 80 ul de NHS (n-hidroxisuccinimida) (Sigma, Alemanya) 50 mM i 80 ul
de EDC (clorur de N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida) (Sigma,
Alemanya) 200 mM per tal d’activar la superficie de les cel-les. L’anticos es va
injectar a una concentracié de 1 mg/ml en tamp6 d’acetat de sodi 10 mM pH 5. La
resposta maxima assolida va ser de 250 unitats de ressonancia, corresponents a
1.7 fmol/mm?2 (quantitat de proteina necessaria per a saturar l'anticos, tenint en
compte que 1000 unitats de ressonancia equivalen a 1 ng/mma2). Acabada la
injeccidé de I'anticos, la superficie es va desactivar mitjancant la injeccié de 1 M
etanolamina pH 8.5. En el cas de l'anticos 1gG1, I'acoblament es va realitzar

exactament de la mateixa manera que en el cas anterior, pero en aquest cas es
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va assolir una resposta de 13623 unitats de ressonancia. Finalment es va injectar
el receptor GalRi-1D4 en tamp6 MES 50 mM, 1 mM CaCl. i pH 6, en la cel-la de
flux on s’havia acoblat I'anticds 1D4, fins que aquest es va saturar. El cabal es va
mantenir constat a 5 pl/min. Un cop realitzats tots aquests passos, el sensorxip ja
estava preparat per a dur a terme els experiments d’heterodimeritzacié. Una
esquematitzacidé del sensorgrama obtingut com a resposta a aquest procediment

esta representat en la figura 24.

Tampé Anticos 1D4 ETA GalR,-1D4 Tampé

Resposta (RU)

Temps (s)

Figura 24. Sensorgrama corresponent a la preparacioé del sensorxip. Activacio, acoblament de I'anticos 1D4,
desactivaci6 i acoblament de GalR1-1D4 sobre una de les quatre cel-les de fluxe pertanyents sensorxip. Les
respostes en forma rectangular es donen com a conseqiiéncia de canvis en la composicié del tampd, sense
que hi hagi canvis de massa en la superficie i corresponen a les fases d’associacié i dissociacio. Les corbes
de saturacid, en canvi, corresponen a canvis en la massa de la superficie, és a dir en primer lloc a la uni6 de

I’anticos i en segon lloc a la unié de GalR1 a I'anticos.

3.4.5.2.2. Assajos d’heterodimeritzacio.

Les injeccions de 5-HT1a es van realitzar utilitzant el mateix tampd que en el cas
de GalRs i mantenint el mateix cabal. El receptor es va injectar utilitzant
concentracions creixents del mateix (50 nM, 100 nM i 200 nM), sobre la superficie
recoberta de GalRi. Entre cada injeccié de 5-HT1a es va regenerar la superficie

dos cops, utilitzant una solucié 0.5% SDS, abans de tornar-la recobrir amb GalRj
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fins la saturacié. Les injeccions control de 5-HTia es van realitzar sobre la
superficie recoberta amb I'anticds IgG1 (sense recobrir-la amb GalR1, perd si
regenerant després de cada injecci6 de 5-HT1a). La resposta obtinguda en la
superficie control es va restar a la resposta de les corbes d’unié 5-HT1a-GalR;. Els
resultats obtinguts en les diferents injeccions es van analitzar per tal de calcular
els parametres cinétics de la interaccio, tot utilitzant el programari BlAevalution

(GE healthcare, Alemanya)

3.4.5.2.3. Assajos d’heterodimeritzacié amb exposici6 a zinc

En aquest tipus d’experiments, el receptor 5-HT1a, que havia de ser injectat, es va
tractar previament amb 200 uM de ZnClz. A continuacié, es va dur a terme les
diferents injeccions tal i com s’ha descrit en I'apartat anterior, incloent-hi la
regeneracid de la cel-la després de cada tractament. Els canvis en l'index de
refraccid, que tenien l'origen en el canvi de composicié en el tampd degut a la
preséncia de zinc, es van eliminar per tal de facilitar el reconeixement de les

etapes d’associacio6 i dissociacio de la proteina.

3.5. METODOLOGIES IN SILICO

3.5.1. Fonaments del métode

El modelatge molecular consisteix en [I'aplicaci6 de diferents técniques
bioinformatiques per tal de predir el comportament de les molecules, i en aquest
cas concret, de GPCRs. L’obtenci6 de l'estructura cristal-lina de determinats
GPCRs permet actualment la predicci6 aproximada del comportament dels
receptors que presenten homologia amb aquests, utilitzant-los com a motlle en els

experiments de modelatge molecular [34].
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3.5.2. Construccié d’un model atomistic del receptor 5-HT1a mitjancant

modelat per homologia

Els experiments duts a terme en aquest apartat, van ser realitzats pel Dr. Juan
Jesus Pérez amb la col-laboraci6é de Cecylia Sevein Lupala, grup de Biotecnologia
Molecular, ETSEIB, UPC.

Es va construir un model inicial, corresponent al receptor 5-HT1a huma, mitjangcant
modelat molecular per homologia utilitzant el receptor 5-HT1s com a motlle
(PDBID:41AR). Les sequéncies de tots dos receptors es van alinear tenint en
compte els motius conservats trobats en tots els GPCRs (DRY...) aixi com també
la localitzacié dels ponts disulfur. AqQuests motius, juntament amb els pons salins
son factors importants que limiten la conformaci6 dels dominis, tant intracel-lulars
com extracel-lulars, del receptor en questid. A partir de l'alineament de
sequencies, es va construir un model inicial mitjangant el programari Modeller 9
versid 8 (9v8) [124]. La validaci6 del model es va dur a terme utilitzant el
programari MOE, Molecular Operating Environment (Chemical Computing Grup
Inc, Canada). Seguidament, I'antagonista selectiu Rec 15/3079 es va acoblar al
model inicial utilitzant el programari GLIDE [125]. Finalment, el complex receptor-
ligand es va refinar utilitzant dinamiques moleculars del sistema allotjat en una
bicapa lipidica. Concretament, la proteina es trobava allotjada en una caixa,
formada per lipids POPC (1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina) i moleécules d’aigua,
generada i equilibrada d’acord amb el protocol préviament descrit [126]. La caixa
tenia una mida inicial de 10.3x8.0x10.2 nm3 (XYZ), organitzada d’una manera que
el pla de la bicapa estava orientat en el pla XY. Abans de la inserci6 de la
proteina, la caixa contenia 256 lipids (corresponent a una area de 0.64 nm?2 per
lipid) i 177000 molecules d’aigua. La proteina es va situar en el centre de la caixa i
les molécules solapades es van eliminar. Particularment, totes les molecules
d’aigua amb atoms d'oxigen més propers de 0.40 nm a un atom no hidrogen de la
proteina es van eliminar. Aixo va donar lloc a un sistema final que contenia 197
lipids i 16000 molécules d’aigua. Seguidament, es va seleccionar de manera

aleatoria 114 molecules d’aigua que van ser substituides per 58 atoms de sodi i
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56 atoms de clor, donant lloc a un sistema neutre amb una concentracié de 0.2 M
NaCl. Aquesta concentracio és semblant a la que podem trobar en els organismes
vius, tot i que aquests tenen diferents concentracions ioniques intracel-lulars i

extracel-lulars.

El mostreig es va dur a terme durant 500 ns utilitzant el paquet informatic
GROMACS 4.6 [127]. A partir de les simulacions, es va generar una estructura
que va utilitzar-se per a identificar els possibles llocs d’uni6 a zinc. D’acord amb
aixo, es va passar una sonda de zinc, amb les caracteristiques d’aquest i6, a
través de la superficie del model. Es tractava de la sonda GRID22 (Molecular

Discovery Ltd., RU) implementada en MOE.

3.6. COMPOSICIO DELS TAMPONS D’US GENERAL

TBS 50 mM tris-HCI, 150 mM NaCl i pH 7.4

TTBS TBS 0.1% Tween 20

PBS 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH2POys i
pH 7.4

Bloqueig TBS 5% llet desnatada

Transferéncia 50 mM tris-HCI, 40 mM glicina i 20% metanol

Tampons de carrega:

Desnaturalitzant  40% glicerol, 240 mM tris-HCI pH 6.8, 8% SDS 0.04% blau
de bromofenol i 5% beta-mercaptoetanol

Natiu 5% glicerol, 0.04% roig Ponceau

Tampons de correguda:

Laemmli 25 mM tris-HCI, 200 mM glicina, 3.5 mM SDS i pH 8.3
Natiu 50 mM tricina, 15 mM Bis-Tris i 0.02% blau de Coomassie G
SPR MES 50 mM, 1 mM CaClz i pH 6
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Base 0.01 M HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.004%
Tween 20 (v/v)

Destincié 40% metanol, 10% acid aceétic
Solubilitzaci6 TBS 2% tritd X-100
Rentat 50 mM MES buffer, pH 6.0 i 0.05% DM
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4. RESULTATS
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4.1. ESTUDI DE LES REGIONS D’INTERACCIO DE L’HETEROMER 5-
HT1a-GalR1

4.1.1. Analisi teoric de les possibles regions d’interaccio

D’acord amb l'existéncia de I'heteromer 5-HTia-GalR1 préviament demostrada
[80], el primer pas en la caracteritzaci6 d’aquesta interaccié va consistir en la
determinacié de les regions potencials d’interaccié entre tots dos receptors, per
mitja de mutageénesi dirigida. Per tal de tenir una orientacio prévia, en referéncia a
les regions sobre les quals treballar, va realitzar-se una recerca bibliografica de
les diferents estrategies utilitzades en la literatura per a determinar quins
aminoacids o regions soOn susceptibles de formar part de les superficies

d’interacci6 entre GPCRs.

Tal i com ja s’ha descrit en la introducci6, els métodes teorics utilitzats en la
literatura al llarg del temps han estat diversos (vegeu 1.1.3), pero tot i intentar
adaptar les diferents estratégies conegudes als nostres receptors d’estudi, no es
va obtenir cap resultat que semblés plausible i que fos coherent amb les nostres
seqiiencies com per seguir amb la fase de mutagénesi, a excepcid de la teoria
dels “triplet puzzles® [24]. L’any 2010, els investigadors Tarakanov i Fuxe van
desenvolupar un algorisme (a partir d’aproximacions matematiques basades en
homologia entre sequencies) que va permetre determinar un conjunt de triplets

d’aminoacids que sén susceptibles d’actuar com a guies d’adhesié entre GPCRs.

L’aplicacié d’aquest algorisme de manera especifica per als nostres receptors
d’estudi, va permetre seleccionar, d’entre tots els possibles triplets, el format per
LLG (leucina, leucina, glicina) com un dels motius involucrats en la regi
d’interaccio. Aquest triplet compleix tots els requisits necessaris segons aquesta
aproximacié: una composicié6 aminoacidica caracteristica dels triplets i la seva
conservacio al llarg de diferents sequéncies de GPCRs (vegeu 1.1.3). Els
resultats senyalen les seglents posicions dels receptors: L380, L381 i G382 en el
5-HT1a i1 L153 L154 i G155 en el GalR1 (figura 25).
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En el receptor 5-HTia, perd, trobem el triplet en dues posicions, la 42-44
corresponent a I’helix transmembrana 1 i la 380-382 corresponent a I'helix
transmembrana 7, d’acord amb la sequéncia amb l'identificador nimero P08908
(UniProt). Tot i que l'alineament només mostrava homologia per a la segona

posicid, es van seleccionar com a possibles candidats els triplets de totes dues

posicions.

LLG
ITGB SPONGE 271 BFracBcLLGGV I[P
____: ____________ E
GALR1 HUMAN 147 JVSEINALLGVGCIW  TM4
GALR2 HUMAN 304 ATICAGLLGEAPG C-tail
_____ :._.__..._...__.._.__ * *:kxk.
S-HT1A HUMAN 374 SCEMPTLLGATINW  TM7
FGF21 HUMAN 16 SVLAGLLLGACQ N-terminal
FGF4_ HUMAN 71 SGAGRYLLGIEILE
FGFR1 HUMAN 541 BISNI INLLGACTQ

xxxX

GF GLLG

ITGB SPONGE 269  GHEFAGEGLLG
GALR2 HUMAN 302 GEQTICAGLLG C-tail

‘):*+ Xk Ik

Figura 25. Analisi matematica i alineament de sequiéncies. Resultats de I'aplicacié de l'algorisme triplet
puzzles en els receptors 5-HT1ai GalRy. El triplet LLG correspon a les Uniques posicions d’interaccié possible
d’acord amb aquesta aproximacié matematica. El codi de colors utilitzat és el seguent:
*L de color vermell i en negreta correspon a leucina (Leu). Les lletres 1 i V de color taronja i en
negreta corresponen a isoleucina (lle) i valina (Val).
*N i C marcades amb color verd i negreta corresponen a asparagina (Asn) i cisteina (Cys). Si T en
negreta corresponen als aminoacids serina (Ser) i treonina (Thr).
*Les lletres blanques fan referéencia a aminoacids marcats: sota un fons blau fosc els carregats
negativament, E i D, acid glutamic (Glu) i acid aspartic (Asp) respectivament.
*Sota un fons vermell els carregats positivament, R, K i H corresponents a arginina (Arg), lisina (Lys) i
histidina (His). Ombrejats trobem els conjunts de tres aminoacids que inclouen leucina i formarien part

de les regions d'’interacci6 entre els dos receptors.
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4.1.2 Mutageénesi dirigida

En totes les posicions esmentades en el cas anterior, €s a dir en els aminoacids
L42, L43, G44, L380, L381 i G382 de 5-HT1ai L153, L154 i G155 de GalRy, es va
dur a terme mutagénesi per tal de substituir els aminoacids per alanina. Les
mutacions van introduir-se en els vectors pECFP-5-HT1a i pEYFP-GalRj1, ja que la
fusidé transcripcional dels gens diana a etiquetes fluorescents (ECFP i EYFP),
permetria després, comprovar la interaccidé, o no, entre tots dos receptors, per
mitja de la técnica del FRET. En el cas dels mutants corresponents a 5-HT1a van
obtenir-se colonies positives portadores de la mutacié. En el cas del mutant
corresponent a GalR+ per un error en el disseny dels encebadors, va obtenir-se un
mutant en unes posicions diferents, que concretament afectava el pont disulfur i la

regié adjunta, pero en qualsevol cas es va seguir endavant amb els experiments.

Homo sapiens 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A, G protein-coupled (HTR1A]
Sequence ID: ref[NG_032816.1| Length: 9245 Number of Matches: 1

Range 1: 5574 to 6288 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

1299 bits(703) 0.0 712/716(99%) 2/716(0%) Plus/Plus
Query 1 ' TCAGGGCAACAA( CATCACCACCGGCTCCCTTTGAL
coser 5574 III||\!|||III||\!||IIII||\!IIIIIIIH!IIIIIIIIHIIITCCC 1l Leu Leu Gly

CTG CTG GGC

Query 61 \CCGGCGGCAACACTACTGGTATCTCC! ATCACCTCT 120

, IIIIIHIIIIIIIIH P UL LT e el
Sb]ct 5634 TATCTCCGACGTGACCGTCAGCTACCAAGTGATCACCTCT 5693 GCG GCG GCC
Query 121

Ala Ala Ala

GGC-GGCOPCGCTCATCTTCTGCGCGGTGCTGGGCAATGCGTGCGTGGTGGCTGE
|\7||||||||H||||||||\7||||||||H||||||||H|||
TGGGCAC

GCTCATCTTCTGCGCGGTGCTGGGCAATGCGTGCGTGGTGGCTGC

sbjct 5694 C

Homo sapiens 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A, G protein-coupled (HTR1A)
Sequence ID: ref[NG_032816.1| Length: 9245 Number of Matches: 1

Range 1: 6700 to 6840 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
i 2e-57 136/141(96%) 1/141(0%) Plus/Plus

Leu Leu Gly
CTG TTG GGC
e e rnl
GCG GCG GCC
Ala Ala Ala

59

CATAATCAATTGGCTGGGCTACTCCAACTCTCTGCTTA
I\&LIIIHIIIIHIII\IIIIHIIIHIIII\IIIH

TAATCAATTGGCTGGGCTACTCCAACTCTCTGCTTA 6759

ACCCCGTCATTP 119

:ACTTTCAAAACGC
IH||II|!|II|\IIIIHIIII!IIIHIIIH|III|!|II|\|II|\

ACCCCGTCATTTACGCATA ACTTTCAAAACGC 6819

120 AGTGTAAGTTCTGCCGCCAGT 140

FLLCLEEETELLELEEELLL]

Sbjct 6820 AGTGTAAGTTCTGCCGCCAGT 6840

Homo sapiens galanin receptor 1 (GALR1), mRNA
Sequence ID: refNM_001480.3| Length: 2787 Number of Matches: 1

Range 1: 833 to 1202 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
662 bits(358) 0.0 367/371(99%) 2/371(0%) Plus/Plus

61 120
e T T T Phe Cys Trp Glu
sbjct 893 CACTCGCGGCGCTCCTCCTCCCTCAGGGTGTCCCGCAACGC TTC TGC TGG GAG
Query 121 e e el
) \\\[IIIIIIIIIIIIIII\\V[IIIIIIIIIIIIIII\\V[IIIII
sbjct 953 TTG CGG CGG CAG

Query 181 CCACCAGGGCCTCTTCCACCCGCGCGCCAGCAACCAGACC)

A i || || i W Leu Arg Arg Gin
'=C’ GLAGTGGC

sbjct 1013
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Figura 26. Resultats de les PCRs mutageniques. Els alineaments de les sequéncia obtinguts mitjangant
BLAST mostren la preséncia de mutacions puntuals en les posicions desitjades. Pel que fa a les mutacions
sobre 5-HT1a, els dos triplets LLG presents en la proteina son substituits pels triplets AAA. En el cas de GalR;
es va obtenir la seglient sequéncia de mutacions: F18L, C187R, W188R i E189Q. Tal i com s’indica s’ha mutat la

cisteina 187, que participa en un pont disulfur caracteristic dels GPCRs.
4.1.3. Caracteritzacié dels mutants

Obtinguts els mutants, el seglent pas va consistir en determinar la seva correcta
expressio i localitzacié cel-lular. Mitjancant I'is de microscopia de fluorescencia,
van obtenir-se les seglents imatges, que mostren que els mutants en el receptor
5-HT1a s’expressen i a més son transportats a la membrana plasmatica. Pel que
respecta al mutant sobre GalRy1, la localitzaci®6 en membrana no queda tant clara
(figura 27).

Figura 27. Localitzacié dels receptors a linterior de la céel-lula. Imatge corresponent a I'expressid dels
receptors portadors de les mutacions. (A-C) 5-HT1a L42A, L43A i G44A. (D-F) 5-HT1a L380A, L381A | G382A, (G-I)
GalR; F186L, C'87R, W188R j E'89Q. Tal i com pot observar-se en les imatges, els mutants per al receptor de 5-
HT.a viatgen correctament a membrana, mentre que en el cas del mutant de GalR; la localitzaci6 no resulta
tant evident. Les cél-lules van ser transfectades, fixades, incubades amb un anticds primari anti-EGFP (i

variants) i un anticds secundari conjugat al fluordfor Alexa 555.
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El fet de que el receptor s’expressi i viatgi correctament a través del citosquelet
fins a la membrana plasmatica no garanteix que aquest sigui actiu, és a dir que
sigui capag d’unir el lligand i generar una resposta. Per aquest motiu, va realitzar-
se un assaig de senyalitzacio dels receptors, tant dels mutats com dels salvatges.
Concretament, va quantificar-se I'expressi®6 de SRE, que s’indueix com a
consequencia de l'activacidé dels receptors. La resposta es calcula a partir del
percentatge d’expressi6 de SRE, la sintesi del qual depén de l'activacidé de
proteines G del tipus GiGo, que s’acoblen tant al receptor GalR1 com al 5-HT1a.
(vegeu 3.2.3).

D’acord amb la figura 28 tots dos receptors salvatges son actius, ja que l'activitat
del receptor quan es troba exposat a I'agonista és forca més elevada que quan no
ho esta. Els agonistes utilitzats foren 8-OH-DPAT en el cas de 5-HT1a i el péptid
gal (1-29) per a GalR;. L’analisi estadistica, mitjancant el test t-student, va donar
diferéncies significatives en tots dos casos. Pel que fa a l'activitat dels receptors
mutats, va estudiar-se seguint la mateixa metodologia. Els resultats, representats
també en la figura 28, mostren com per al receptor 5-HT1a el mutant L380A, L381A |
GS82A, també anomenat com 5-HT1a-ECFP-1, presenta un valor d’activitat
significativament superior en preséncia d’agonista respecte al del receptor
salvatge no exposat, que a més a més és clarament superior a I'activitat del
receptor salvatge exposat. El mutant L42A, L43A i G44A, també anomenat com 5-
HT1a-ECFP-2, presenta un grau d’activacié semblant receptor salvatge. Pel que fa
al mutant del receptor de galanina, també anomenat com GalR{-EYFP-1 a la
figura 29, no presenta resposta a I'exposicid a agonista, ja que el percentatge
d’activitat per a GalRi-EYFP-1 exposat a l'agonista no presenta diferéncies
d’activitat significatives respecte al receptor salvatge no exposat. Aixd ens indica,
que probablement el seu plegament no sigui correcte i aix0 afecti la seva
funcionalitat, i concordaria amb els resultats obtinguts per microscopia. Amb tot,
perd, cal destacar que en els casos dels receptors no exposats a lligand, es
detecta una certa quantitat de senyal, tot i que les cél-lules estan tractades 48h
abans de la lectura amb medi no complementat amb FBS (la composicié exacta

del FBS no és coneguda i per tant, podria contenir substancies amb capacitat
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d’activar els receptors), i en principi, no hi hauria d’haver-hi activitat basal (figura
28). Dues hipotesis podrien explicar aquest fenomen. En primer lloc, la preséncia
de reporters fluorescents, fusionats als nostres receptors d’estudi, donaria lloc a
petites interferéncies en les mesures de luminescencia i en segon lloc, tampoc pot
descartar-se una certa activitat basal des del moment en qué es doéna la

transfeccio fins que el medi és substituit per medi no complementat (24 h).
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Figura 28. Resposta dels diferents receptors a l'activacio per part d’agonistes. (A) Activitat del receptor 5-
HT1a-ECFP i els mutants d’aquest. (B) Activitat del receptor GalR+-EYFP i el seu mutant. Com a control
s’utilitzen cél-lules transfectades sense DNA (mock) i cél-lules transfectades amb els receptors salvatges en
absencia d’agonista. Els dos mutants de 5-HT1a-ECFP mantenen la seva capacitat de senyalitzacio, i inclus
en el cas de 5-HT1a-ECFP-1 aquesta augmenta. GalR1-EYFP-1 en canvi no presenta activitat ja que, com es

pot veure en el grafic, no exhibeix cap tipus de resposta a I'exposicid a agonista.

4.1.4. Estudi de la capacitat d’heterodimeritzacié dels mutants

Comprovada la funcionalitat dels mutants obtinguts, va determinar-se la capacitat
d’heterodimeritzacié dels receptors mutats en relacio amb els salvatges. La

tecnica utilitzada va ser el FRET (vegeu 3.2.4). En aquest cas, 'ECFP fusionat
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transcripcionalment a 5-HT1a actua com a molécula donadora i PEYFP fusionat a
GalR1 com a molécula acceptora. GalR1-EYFP-1 també va analitzar-se, tot i que
correspon a un receptor no funcional, segurament degut a un mal plegament de la
proteina, i per tant probablement seria incapag¢ d’heterodimeritzar, pero constituiria
un excellent control negatiu. En aquest experiment es van realitzar diferents
transfeccions on en cadascuna es va expressar una quantitat constant de receptor

donador mentre s’incrementava la quantitat del receptor amb funci6é d’acceptora.

Els resultats mostren que el mutants 5-HTia mantenen la seva capacitat
d’heterodimeritzacié. Els valors obtinguts generen una corba hiperbolica amb una
asimptota que tendeix al valor maxim de FRET, igual que en el cas dels receptors
salvatges (control positiu), que indica que s’esta donant una interaccioé especifica
entre tots dos receptors (figura 29A i 29B). En el cas de GalR+-EYFP-1, tal i com
era d’esperar, s’obté una relacio lineal entre n-FRET i la ratio donador/acceptor,

que es correspon a una interaccié no especifica (figura 29C).
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Figura 29. Efecte de les mutacions sobre la capacitat d’heterodimeritzacio dels receptors. (A) 5-HT1a-ECFP-2
+GalR+-EYFP (o) i control positiu (CP) (5-HT1a-ECFP + GalR+-EYFP) (A). (B) 5-HT1Aa-ECFP-1 + GalR¢-EYFP

(o) i CP (A). (C) 5-HTaA-ECFP + GalR{-EYFP-1(A) i CP (e). Els grafics mostren com els mutants

corresponents a 5-HT1a-ECFP mantenen la seva capacitat d’heterodimeritzaci6 amb GalR, mostrant una
corba hiperbolica que indica especificitat d’interacci6. El mutant corresponent a GalR1 mostra una recta, que

indica que no s’esta donant la interaccio.

Tot i que els mutants de 5-HTia mantenen la capacitat d’interaccid, les
caracteristiques d’aquesta varien respecte a les del receptor salvatge. Mentre que
totes tres formes del receptor mantenen un valor de FRETmax proper, els mutants
presenten un FRETs0 que esta practicament reduit al 50%, la qual cosa significa
que les mutacions introduides tenen un efecte contrari a I'esperat, augmenten

I'especificitat d’interaccid entre els dos receptors (taula 11).

Parella de Receptors FRETmax FRETso
5-HT1a-ECFP-1+ GalR+-EYFP 86 39
5-HT1a-ECFP-2 + GalR+-EYFP 72 34

5-HT1a-ECFP+ GalR+-EYFP 81 77

Taula 11. Efecte de les mutacions sobre la capacitat d’heterodimeritzacio dels receptors. Variacié en els

parametres cinétics caracteristics de la interaccié com a conseqléncia de les mutacions. Destaca la reduccié
dels valors de FRETso per a 5-HT1a-ECFP-1 i 5-HT1a-ECFP-2

En aquest experiment no es van obtenir els resultats esperats. Tot i que
s’esperava que les mutacions tinguessin com a consequéncia I'aboliment de la
capacitat d’heterodimeritzacio, els experimentals indicarien un efecte contrari. Cal
aclarir pero, que es podia haver obtingut el mutant en les posicions LLG 153-155
del receptor GalR+ (com s’ha dit anteriorment, a la practica es van obtenir unes
mutacions diferents) pero, tenint en compte que les regions homologues en el

receptor 5-HT1a no van donar el resultat esperat, va descartar-se aquesta opcio.

Per tal d'aprofundir en els resultats obtinguts es va decidir valorar els resultats

experimentals mitjancant I'enregistrament dels espectres d’emissio de FRET
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complets (els calculs de n-FRET només tenen en compte I'emissié puntual a unes

determinades longituds d’ona).

L’experiment es va basar en les seguents caracteristiques dels gens reporter:
ECFP presenta un espectre d’emissi6 amb el seu maxim a 490 nm quan és
excitat a 420 nm, i EYFP presenta un maxim d’emissié a 528 nm quan és excitat a
517 nm. D’aquesta manera, en abséncia de FRET entre donador i acceptor,
I’excitacié a 420 nm dona lloc a una banda a 490 nm exclusivament. En canvi la
presencia de FRET es correspon amb l'aparici6 de dos maxims després de
I'excitacié a 420 nm. La primera es deguda a ECFP i l'altra a EYFP que ha estat
excitat per la fluorescéncia emesa pel donador, que a més a més, presentara una
banda menor, respecte a I'abséncia de FRET, ja que part de la seva emissio
fluorescent haura estat absorbida per l'excitacié de 'EYFP. D’acord amb tot aix0
va enregistrar-se I'espectre d’emissié en dues condicions per a cada parell de
receptors: 1) receptor+ECFP (sol) i 2) receptor+ECFP + receptor+EYFP amb una

ratio 1:1. Els resultats es representen en la figura 30.
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Figura 30. Efecte de les mutacions sobre la capacitat d’heterodimeritzacié dels receptors. (A) 5-HT1a-ECFP
(—) i 5-HT1a-ECFP+GalR1-EYFP (1:1) (---). (B) 5-HT1a-ECFP-2 (—) i 5-HT1a-ECFP-2+GalR1-EYFP (1:1) (---).
(C) 5-HT1A-ECFP-1 (—) 5-HT1a-ECFP-1+GalR4-EYFP (1:1) (---). (D). 5-HT1a-ECFP (—) i 5-HT1A-ECFP+GalR;-
EYFP-1 (1:1)(---). Les corbes confirmen els resultats obtinguts mitjancant els calculs de n-FRET. Els valors de
FRETso obtinguts per als mutants de 5-HT1a en I'experiment anterior sén coherents amb la preséncia de
bandes d’intensitat superior respecte al receptor salvatge, a la mateixa ratio acceptor/donador. En el cas del

mutant del GalR1 tots dos resultats confirmen 'abséncia de FRET.

Els espectres d’emissi6 mostren exactament els mateixos resultats que els
obtinguts mitjancant la mesura de valors d’emissié puntuals. En el cas dels
mutants del receptor 5-HT1a, i en condicions d’equitat entre donador i acceptor, la
transferéncia és forca més elevada —la banda corresponent a EYFP és més alta i
la dECFP més petita- que en el cas del receptor no mutat, la qual cosa
confirmaria la reduccié practicament d’un 50% en els valors de FRETso. Es a dir,
la concentracié d’acceptor que es necessita per a assolir el mateix nivell de FRET
(respecte al que presenta el receptor salvatge en les mateixes condicions) és
menor. Pel que fa al mutant en el receptor de galanina, observem que tant el
presencia com en abseéncia de I'acceptor, el contorn de la corba és practicament
el mateix, la qual cosa confirma els resultats vistos anteriorment, indicant que no

existeix FRET entre tots dos receptors, és a dir que no hi ha interaccio.

Aquests resultats ens permeten afirmar que les mutacions dels triplets LLG a AAA
no eviten la interaccié entre GalR+1 i 5-HT1a sind que sembla que I'afavoreixen,
perd no podem determinar de quina manera en concret. Les hipotesis alternatives

que explicarien aquest comportament es discutiran més endavant.

4.2. EFECTE DE LA GALANINA | EL ZINC SOBRE L’HETEROMER 5-
HT1Aa-GALR;

El segon pas en 'estudi i caracteritzacid de I'heteromer va consistir en determinar
'efecte que certs agents quimics poden tenir sobre el mateix. Tal i com s’ha
explicat en la introduccid, la nostra hipotesi de treball, en base a la literatura,

consisteix en que la interaccid entre tots dos receptors esta associada amb un
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fenotip depressiu. Per tant substancies que aconseguissin trencar aquesta
interaccid constituirien noves aproximacions per al tractament d’aquesta patologia.
D’entre aquestes substancies, com ja s’ha dit, nosaltres vam seleccionar el zinc,
per la seva activitat antidepressiva ampliament demostrada, i la galanina pel

mateix motiu (vegeu1.2.2i1.2.3.2.1).

4.2.1. Efecte de la galanina sobre I’heteromer 5-HT1a-GalR1

La nostra hipotesi, d’un possible trencament de I'heteromer d’estudi per part de la
galanina, es basa en que la interaccid entre aquest receptor i el peptid podria
provocar-li un canvi conformacional que donaria lloc a la disrupci6é de la interaccié.
En aquest apartat també va escollir-se el FRET com a técnica analitica. Tot i que
el péptid de galanina consta de 29 aminoacids, s’ha demostrat que el péptid
corresponent només als 15 primers aminoacids és capag¢ d’activar el receptor, i
per tant, la sequéncia d’'uni6 a la butxaca d’uni6 es troba entre aquests 15
aminoacids. Per aquest motiu, va analitzar-se tant la variant curta com la llarga. A
més a més, en el laboratori disposavem d’una série de mutants del péptid de 15
aminoacids també anomenat gal (1-15). Es tractava d’'una col-leccié de 15 péptids
on cadascun d’ells presentava la substituci6 d’'un dels aminoacids a alanina,
'efecte dels quals també va ser analitzat. Els resultats queden resumits en la

figura 31.
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Figura 31. Valors de FRET corresponents a l'interaccio de 5-HTi1a-GalR1 (1:1) exposat als diferents péptids
de galanina. S’observa que la capacitat d’heterodimeritzacié dels receptors es manté per a tots els peptids
analitzats. El control negatiu correspon a la cotransfeccié entre ECFP i GalR+-EYFP, i el control positiu a la

transfecci6 de la proteina de fusi6 ECFP-EYFP.

Tal i com es dedueix a partir del grafic anterior, la capacitat d’heterodimeritzacié es
manté tot i la exposicié als diferents peptids. Tot i que els valors de FRET sén
diferents per a cada cas (hi ha valors per sobre del control no exposat i valors per
sota) s’observa FRET en tots els casos. També s’observa una petita variacié entre
’exposicido a gal (1-15) i I'exposicié al péptid sencer. Per aquest motiu enlloc
d'aprofundir en I'estudi d’aquestes variacions -relativament petites- va decidir-se
continuar amb l'estudi de l'efecte del zinc, amb I'esperanca de trobar resultats

més significatius que els anteriors.

4.2.2. Efecte del zinc sobre I’heteromer 5-HT1a-GalR;

4.2.2.1. FRET

Per tal de determinar I'efecte del zinc, va utilitzar-se un cop més la metodologia
del FRET (es tracta de la metodologia més establerta i utilitzada per a estudis
d’heterodimeritzacié entre GPCRs). En aquest, com en els casos anteriors, 5-
HT1a-ECFP actuava com a donador i GalR{-EYFP com a acceptor. Per a aquest
experiment va cotransfectar-se de forma transitoria tots dos receptors en la
mateixa proporcié perd exposant-los a ZnClz2 en les concentracions indicades
(vegeu 3.2.4.2), en el moment de la transfeccid, i van enregistrar-se les corbes
d’emissi6. El mateix procediment es va realitzar amb la proteina de fusi6 ECFP-

EYFP (control positiu en els experiments de FRET) a mode de control negatiu.

Per als receptors objecte d’estudi, sota condicions fisiologiques, la preséncia de
FRET s’observa clarament (figura 32, linia continua). La banda corresponent a
EYFP apareix com a consequéncia de l'excitaci6 a 410 nm (longitud d’ona
d’excitaci6 de ECFP) mentre que la banda corresponent a ECFP (comparat amb

la corresponent de la proteina expressada sola) és més petita degut a la
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transferéncia d’energia que es déna des de ECFP a EYFP. Després de I'exposicid
a zinc a una concentraci6 de 50 pM, el senyal de FRET disminueix
significativament (s’incrementa la intensitat d’emissi6 per part de ECFP en
detriment de la intensitat d’emissidé de EYFP) (figura 32, linia discontinua) donant
lloc a una inversi6 en el contorn de la corba. Els resultats mostren clarament que
el zinc afecta la transferéncia d’energia entre els dos fluorofors fusionats als
receptors. L’Us de concentracions més altes de zinc es tradueix només en petites
variacions en els espectres enregistrats. En canvi, en el cas del control negatiu
(proteina de fusi6 ECFP-EYFP) no s’observa practicament efecte sobre I'espectre
d'emissid com a consequencia de I'exposicié a zinc, tal i com era d’esperar. Els
espectres no mostren inversioé entre les bandes. Tot i aix0, si que es detecta una
disminucié en el FRET. Perd0 en aquest cas la disminuci6 a la maxima
concentraci6é de zinc (200 uM) és considerablement més petita que la obtinguda
utilitzant la minima concentracio (50 puM) sobre el complex entre els receptors. En
aquesta ocasio, els resultats del FRET, permeten veure clarament que el zinc esta

evitant la interaccio entre tots dos receptors.
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Figura 32. Analisis in vivo de l'efecte del ZnClz> sobre I'heterodimeritzacié per mitja d'espectroscopia de
FRET. (A) Efecte sobre I'heteromer. L'espectre de fluorescéncia mostra una disminuci6é del senyal de FRET
entre els receptors després de I'exposicié a 50 uM (---) de ZnClz, comparat amb el senyal corresponent als
receptors no exposats (—). Aquests resultats suggereixen un efecte dissociatiu sobre el receptors. Cal tenir
en compte, perd, que després de la exposicid a ZnCl, I'espectre segueix mostrant una petita banda
secundaria que correspon a ECFP, que de forma natural presenta dos maxims d’emissi6. A concentracions
més elevades de ZnClz, com sén 100 pM () i 200 uM (-.-.-) no s’observa un increment de I'efecte observat.
(B) Efecte sobre la proteina de fusi6 pECFP-EYFP. Els espectres d’emissioé de la proteina de fusié exposada
a ZnCl2 no presenten practicament variacié en les corbes de FRET exhibides, a cap de les concentracions
d’estudi. La llegenda en l'apartat B coincideix en homenclatura i concentracions a la corresponent a I'apartat
A.

4.2.2.2. SPR

En aquest punt, i havent obtingut uns resultats forca rellevants, es va proposar la
idea d’utilitzar un altre metode experimental per tal de corroborar els resultats
obtinguts mitjangant la tecnica del FRET. Aixi doncs, es van considerar les
diferents aproximacions experimentals que podien dur-se a terme en el laboratori.
Tenint en compte que permet estudiar les interaccions entre els receptors en
temps real (i determinar les cinétiques d’interaccid) es va decidir utilitzar la tecnica
ressonancia de plasmo6 de superficie (surface plasmon resonance spectroscopy)
també coneguda com SPR. Perd aquesta metodologia, els fonaments de la qual
estan explicats en l'apartat de Materials i Métodes, requereix (no és necessari
perd si molt recomanable) que les proteines d’estudi es trobin purificades. Aixi
doncs, el primer pas en aquest apartat va consistir en la purificacioé dels receptors
5-HT1a i GalR;.

4.2.2.2.1. Purificacioé dels receptors

D’acord amb la literatura es va escollir la immunopurificacié com la técnica més
adequada per a purificar aquestes proteines. Aquesta técnica requereix d’un
anticos suficientment potent per unir la proteina i també d’algun compost que
permeti trencar aquesta interaccié en el moment desitjat d’elucié. Com que no es
disposava de I'anticos en cap dels dos casos, es va addicionar un marcatge als

receptors, que a més era el mateix per a tots dos. El marcatge corresponia a la
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sequencia de 9 aminoacids corresponen al final del fragment C-terminal de la
rodopsina (TETSQVAPA). Aquest marcatge presenta una série d’avantatges que
es discutiran en la seglent secci6. El marcatge es va dur a terme mitjancant PCR

inversa, i va obtenir-se amplificacié en tots dos casos.

A
\ pCDNA3.
"fg:laa' - . 1-GalR,-
1 -1D4
B
2 DNA/Hindll

Marker (bp)

9415

6557 GalR;-1D4

2322
2027

554

Figura 33. Resultats de la PCR inversa (exemple per a GalR1). (A) Representacié esquematica del
procediment de PCR inversa utilitzat per a marcar els receptors. (B) Fotografia del fragment resultant de la
PCR obtinguda mitjancant electroforesis en gel d’agarosa i tinci6 amb bromur d’etidi. S’observa que la mida
del fragment obtingut és correcta, aproximadament uns 6600 bp (5428bp pDNA 3.1+1140bp GalR1+27bp
1D4).

La correcta addici6é dels tags a I'extrem C-terminal (absencia de desplacament del
marc de lectura i de mutacions) va comprovar-se mitjancant sequenciacio
estandard. Efectivament, el procediment de PCR va realitzar-se amb éxit tal i com

mostren els resultats de sequenciacio de la figura 34.
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1- GalR;:

B8 GAGCTGGCGGTCGGGAACCTCAGCGAGGGCAACGCGAGCTGGCCGGAGCCCCCCGCCCCG

GAGCCCGGGCCGCTGTTCGGCATCGGCGTGGAGAACTTCGTCACGCTGGTGGTGTTCGGCCTGA

TCTTCGCGCTGGGCGTGCTGGGCAACAGCCTAGTGATCACCGTGCTGGCGCGCAGCAAGCCGGG

CAAGCCGCGGAGCACCACCAACCTGTTCATCCTCAACCTGAGCATCGCCGACCTGGCCTACCTGC

TCTTCTGCATCCCCTTCCAGGCCACCGTGTACGCGCTGCCCACCTGGGTGCTGGGCGCCTTCATC

TGCAAGTTCATCCACTACTTCTTCACCGTGTCCATGCTGGTGAGCATCTTCACCCTGGCCGCGATG

TCCGTGGACCGCTACGTGGCCATCGTGCACTCGCGGCGCTCCTCCTCCCTCAGGGTGTCCCGCAA
CGCGCTGCTGGGCGTGGGCTGCATCTGGGCGCTGTCCATTGCCATGGCCTCGCCCGTGGCCTAC

CACCAGGGCCTCTTCCACCCGCGCGCCAGCAACCAGACCTTCTGCTGGGAGCAGTGGCCCGACC

CTCGCCACAAGAAGGCCTACGTGGTGTGCACCTTCGTCTTCGGCTACCTGCTGCCGCTCCTGCTC

ATCTGCTTCTGCTATGCCAAGGTCCTTAATCACTTGCATAAAAAGTTGAAGAACATGTCAAAGAAGT
CTGAAGCATCCAAGAAAAAGACTGCACAGACAGTTCTGGTGGTGGTTGTGGTGTTTGGAATCTCCT
GGCTGCCGCACCACATCATCCATCTCTGGGCTGAGTTTGGAGTTTTCCCGCTGACGCCGGCTTCCT
TCCTCTTCAGAATCACCGCCCACTGCCTGGCGTACAGCAATTCCTCCGTGAATCCTATCATTTATGC
ATTTCTCTCTGAAAATTTCAGGAAGGCCTATAAACAAGTGTTCAAGTGTCACATTCGCAAAGATTCA

CACCTGAGTGATACTAAAGAAAATAAAAGTCGAATAGACACCCCACCATCAACCAATTGTACTCATE
FGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCHGA.

2- 5-HT,,:

B8 GATGTGCTCAGCCCTGGTCAGGGCAACAACACCACATCACCACCGGCTCCCTTTGAGACCGG
CGGCAACACTACTGGTATCTCCGACGTGACCGTCAGCTACCAAGTGATCACCTCTCTGCTGCTGGG
CACGCTCATCTTCTGCGCGGTGCTGGGCAATGCGTGCGTGGTGGCTGCCATCGCCTTGGAGCGCT
CCCTGCAGAACGTGGCCAATTATCTTATTGGCTCTTTGGCGGTCACCGACCTCATGGTGTCGGTGT
TGGTGCTGCCCATGGCCGCGCTGTATCAGGTGCTCAACAAGTGGACACTGGGCCAGGTAACCTGC
GACCTGTTCATCGCCCTCGACGTGCTGTGCTGCACCTCATCCATCTTGCACCTGTGCGCCATCGCG
CTGGACAGGTACTGGGCCATCACGGACCCCATCGACTACGTGAACAAGAGGACGCCCCGGCGCG
CCGCTGCGCTCATCTCGCTCACTTGGCTTATTGGCTTCCTCATCTCTATCCCGCCCATGCTGGGCT
GGCGCACCCCGGAAGACCGCTCGGACCCCGACGCATGCACCATTAGCAAGGATCATGGCTACACT
ATCTATTCCACCTTTGGAGCTTTCTACATCCCGCTGCTGCTCATGCTGGTTCTCTATGGGCGCATAT
TCCGAGCTGCGCGCTTCCGCATCCGCAAGACGGTCAAAAAGGTGGAGAAGACCGGAGCGGACAC
CCGCCATGGAGCATCTCCCGCCCCGCAGCCCAAGAAGAGTGTGAATGGAGAGTCGGGGAGCAGG
AACTGGAGGCTGGGCGTGGAGAGCAAGGCTGGGGGTGCTCTGTGCGCCAATGGCGCGGTGAGG
CAAGGTGACGATGGCGCCGCCCTGGAGGTGATCGAGGTGCACCGAGTGGGCAACTCCAAAGAGC
ACTTGCCTCTGCCCAGCGAGGCTGGTCCTACCCCTTGTGCCCCCGCCTCTTTCGAGAGGAAAAAT
GAGCGCAACGCCGAGGCGAAGCGCAAGATGGCCCTGGCCCGAGAGAGGAAGACAGTGAAGACGC
TGGGCATCATCATGGGCACCTTCATCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTGGCTCTTGTTCTGC
CCTTCTGCGAGAGCAGCTGCCACATGCCCACCCTGTTGGGCGCCATAATCAATTGGCTGGGCTAC
TCCAACTCTCTGCTTAACCCCGTCATTTACGCATACTTCAACAAGGACTTTCAAAACGCGTTTAAGA
AGATCATTAAGTGTAAGTTCTGCCGCERBACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCHEA

. codons de start i stop
: Gltim codo traduit

XXX: sequéncia corresponent a I'epitop 1D4
T —

Figura 34. Resultat de les seqtienciacions de GalR+-1D4 i 5-HT14-1D4. Les seqléncies mostren que tots dos

marcatges s’han incorporat correctament.

A l'hora d’abordar la purificacié dels receptors, el primer pas va consistir en

determinar quines sén les condicions optimes per a dur a terme el procés, ja que

es tracta de proteines de membrana (insolubles en aigua), i per tant han de ser
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purificades en preséncia d’un detergent que substitueixi 'ambient hidrofobic en
qué es troba la proteina de manera natural, la bicapa lipidica. Es conegut que
cada detergent presenta unes caracteristiques igual que cada receptor, i per tant,
’obtencié d’una proteina pura i funcional depen del detergent escollit. En la
literatura, va trobar-se descrit que les purificacions de receptors marcats amb
'etiqueta Rho-1D4, poden realitzar-se amb éxit si s’utilitza el Tritd6 X-100 com a
detergent durant la solubilitzacié, els rentats i I'elucié [104] (les tres etapes
principals del procés de purificacid). Perd, I'Us d’aquest detergent, al menys en
I’elucid, no era possible per als nostres experiments, ja que s’havia d’emprar
’espectroscopia UV-visible i de fluorescéncia en la caracteritzacié posterior, i el
Tritdé X-100 presenta absorbancia i fluorescencia intrinseques que donarien lloc a
interferencies. Per aquest motiu es va decidir mantenir el Tritd X-100 en el procés
de solubilitzacié i buscar una alternativa per als rentats i I'elucio, en altres
detergents sense propietats espectroscopiques. Aquests foren els seguents:
CHAPS, DM i OGP (vegeu 1.3.2). Cal remarcar que tots els experiments per
determinar les condicions optimes de purificacié van realitzar-se sobre GalR;. Els

resultats de les purificacions sén els que s’observen en la figura 35.

Figura 35. Quantificaci6 de la
proteina purificada. El grafic mostra
els espectres UV-Visibles de la
proteina purificada en les diferents
condicions d’eluci6: CHAPS (—),
DM (----) i OGP (--+-). En tots els
260 260 360 320 casos es detecta absorbancia a

280 nm corresponent a la proteina

Absorbancia (AU)

Longitud d'ona (nm) purificada.

Tal i com s’observa en el grafic, I's de tots tres detergents ha permés purificar la
proteina. Pero, partint del mateix nombre de plaques transfectades, el detergent

DM és el que ofereix un rendiment de purificacio més alt, molt proper a I'obtingut
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mitjancant I'ts de CHAPS. Per a OGP el rendiment ha estat considerablement
més baix. D’acord amb aquestes dades, va seleccionar-se com a detergent de

treball el DM, almenys per a I'etapa d’elucié.

4.2.2.2.2.Caracteritzacié dels receptors purificats

Determinades les condicions de purificaci, es va continuar amb la caracteritzacié
de la proteina purificada. Els resultats obtinguts no féren satisfactoris pels

seguents motius:

-Western blot. es va obtenir senyal, corroborant I'especificitat de la purificacio.
Tot i que s’observen dues bandes en cada carril, aquests s6n molt difoses,
sense arribar a ser smear, donant lloc a una imatge d’escassa qualitat (figura
36A). A més a més, les bandes correspondrien a la forma dimérica i a una forma
agregada de massa molecular superior, sense observar-se la forma
monomerica, indicant que possiblement la proteina s’havia purificat de forma
agregada. El resultat obtingut és igual per a tots tres detergents, indicant que

I'agregaci6 de la proteina no és deguda al tipus de detergent utilitzat.

Figura 36 Western blot natiu i desnaturalitzant utilitzant I'anticos 1D4 corresponent a la purificacio de GalR1

en els diferents detergents testats, DM, CHAPS i OGP. (A) Western blot desnaturalitzant. L'ordre de carrega
és el seglient (d’esquerra a dreta) segons el detergent utilitzat en I'elucié: GalRy DM, GalR; CHAPS i GalR;

OGP. Les bandes revelen la preséncia especifica de GalR1, perd en forma dimeérica i d’agregats d’alta massa
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molecular. (B) Blue-native PAGE Western blot. Les mostres van ser carregades seguint el mateix ordre que
en el cas anterior. La linia blanca correspon a l'inici del gel separador. El patr6 de migraci6 obtingut indica que
la proteina no es capag d’entrar en el gel separador, quedant encallada a l'inici del mateix i confirmant I'estat
agregat de la proteina purificada.

-Western blot natiu: Tot i obtenir-se senyal, igual que en condicions
desnaturalitzants, el senyal queda concentrat a l'inici del gel, la qual cosa
significaria que la proteina presentaria un alt grau d’agregacié que no i
permetria cérrer al llarg del mateix. Es van realitzar proves amb gels separadors
polimeritzats a diferents concentracions decreixents fins a 6% d’acrilamida. Pero

no va aconseguir-se que la proteina entrés en el gel (figura 36B).

Semblava, doncs, que tot i haver purificat la proteina, aquesta s’havia purificat de
forma agregada, per tant, calia modificar el protocol per evitar aquesta agregacio.

Les modificacions introduides foren les seguents:

- Expressio de la proteina en la linia cel-lular HEK GnTi- (sense activitat N-acetil
glucosaminiltransferasa).

- Purificacié de la proteina en preséncia de lligand en el tampd de solubilitzacio
(també coneguda com purificacié assistida per lligand).

Aquestes dues modificacions van ser la clau per obtenir resultats satisfactoris,
motiu pel qual ja es va passar a treballar amb tots dos receptors. L’expressio en
céllules GnTi- conjuntament amb Il'addici6 d’'un marcatge en la proteina
constituien dues modificacions suficientment importants com per a que es
considerés oportu realitzar un control de la correcta expressio i localitzacio de les
proteines d’estudi en la membrana plasmatica. La tinci6 immunocitoquimica
dels receptors marcats mostra que les proteines s’expressen correctament i es

localitzen en la membrana cel-lular (figura 37).
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Figura 37. Expressio i localitzacié cel-lular dels receptors 5-HT1a i GalR:. Es va transfectar de forma
transitoria cél-lules corresponents a la linia HEK 293S GnTi- amb els cDNA dels receptors d’estudi. Un cop
transfectades, les cel-lules es van fixar i els receptors es van marcar amb FITC (vegeu 3.2.2.2 Materials i

Métodes). Les imatges resultants van ser obtingudes i analitzades mitjangant microscopia de fluorescencia.
(A-C) 5-HT1a. (D-F) GalR4. En verd hi apareixen marcats els receptors, per als quals s’aprecia la localitzacié

en membrana. En blau queden marcats els nuclis.

Seguidament, les mostres obtingudes corresponents als receptors purificats es
van analitzar per mitja de Western blot i blue-native PAGE (gel PAGE en
condicions no desnaturalitzants), per tal de confirmar la purificacio. Els resultats
que correspondrien al Western blot (figura 38A) mostren la presencia de dues
bandes per al receptor GalR1 corresponents a mondomer pur (=89 KDa) i a la
forma dimeérica (=78 KDa), mentre que per a 5-HT1a apareix una unica banda, que
correspondria a la forma monomeérica (=46 KDa). En canvi, en el gel en condicions
natives només s’observa una banda per a cada receptor, que per mida
correspondria a la seva forma monomeérica (figura 38B). En conjunt, els resultats

electroforétics indiquen que, sota les nostres condicions de purificacio, els
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receptors es troben majoritariament en forma monomerica en tots dos casos. En
el cas de GalR1, la banda dimérica obtinguda en condicions desnaturalitzants pot

ser deguda a l'efecte del mateix agent desnaturalitzant, I'SDS.

90 —

48.5 —

36.5 —

Figura 38. Analisi electroforéetica dels receptors recombinants purificats. (A) Western blot. Obtingut mitjangant
I'anticos 1D4. L'ordre de carrega és el segiient (d’esquerra a dreta): GalR1 i 5-HT1a. Les bandes revelen la
presencia especifica de les nostres proteines, perd també, en el cas de GalR;, la preséncia d’espécies amb
una massa molecular aparent superior al corresponent a la forma dimérica del receptor. (B) Blue-native
PAGE. Les mostres es van carregar en el seglent ordre (d’esquerra a dreta): marcador de masses
moleculars, BSA, GalR1 i 5HT1a. Es va utilitzar BSA com a segon marcador per tal de confirmar la massa de
les bandes corresponents al marcador comercial, degut a que els marcadors natius presenten variacions en
el seu patrd de migracio en els diferents tipus de gels natius existents. Les bandes obtingudes revelaven que

tots dos receptors havien estat purificats en forma monomeérica.

La preséncia de formes monomeériques dels receptors -en condicions natives-
suggeria que els receptors purificats es trobaven en estat natiu, pero, calia

comprovar-ho mitjancant altres técniques com l'espectroscopia de fluorescencia.

Amb aquest objectiu, es va analitzar les variacions en la fluorescéncia intrinseca
dels triptofans dels receptors purs sota I'exposicié a dos agents: el DTT (agent
reductor) i el GndHCI (agent desnaturalitzant). Es van analitzar en detall dos
parametres: la longitud d’ona corresponent a la banda maxima d’emissio i la
intensitat de fluorescencia. Esta descrit que, sota condicions desnaturalitzants, la

banda d’emissid maxima de la proteina sofreix un red-shift (desplacament cap a
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longituds d’ona més elevades) i una disminucié de la intensitat. Aquests canvis
sbn consequéncia de que quan es produeix el desplegament de la proteina, el
triptofans que aquesta conté queden exposats a un entorn més hidrofilic, de
manera que aix0 disminueix el seu rendiment quantic i com a consequéncia
també la intensitat d’emissi6 [128]. Es va utilitzar DTT i GndHCI per tal de detectar
la desnaturalitzacié del receptor, la qual cosa només és possible si el receptor de

partida es troba correctament plegat.

GalR1 conté set triptofans (2% de la composicié aminoacidica total), i 5-HT1a
conté el mateix nombre de triptofans, perd, en aquest cas, aquests representen
una proporcié més petita (1.7% del total). Tot i aquesta petita diferéncia en el
percentatge de composicid en triptofans, els receptors presenten el mateix
comportament com a resposta als dos tractaments. La longitud d’ona a la qual
presenten el maxim d'emissié en condicions natives és lleugerament diferent per a
cada receptor: 331 nm per a GalRs i 332 nm 5-HTia. En tots dos casos, el
tractament amb DTT indueix un red-shift de 2 nm, mentre que el mateix
tractament no indueix cap desplacament en la longitud d’ona d’emissi6 maxima
del triptofan lliure, utilitzat com a control. L’analisi de les dades mostra que per a
GalR1 el desplagament maxim s’obté a concentracions més petites de DTT, 4 mM
per a GalR+ respecte 6 mM per a 5-HT1a, tal i com es pot veure en la figura 39
(insercions) on el desplacament de la banda d’emissidé es troba representat en
funcidé de la concentracié de DTT utilitzada. D’aquestes dades se n'extrauria que
5-HT1a és més resistent a la desnaturalitzacié en les condicions de purificacio
utilitzades, que també seria una explicacidé raonable per als resultats obtinguts
mitjancant Western blot. A més a més, els resultats també mostren que els
receptors es desnaturalitzen completament quan sbén exposats a GndHCI i
I’espectre emes per la proteina passa a coincidir amb el corresponent al triptdfan

lliure (figura 39).
La inducci6 de red-shift i la disminucié de la intensitat de fluorescéncia indiquen

que els receptors de partida es trobaven correctament plegats, la qual cosa va

permetre el seu Us en els estudis de SPR.
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Figura 39. Desnaturalitzacié quimica dels receptors purificats. Efecte del DTT i el GndHCI en la longitud
d’ona d’emissi6é maxima (Amax) dels receptors GalR1 (A) i 5-HT1a (B). Les diferents condicions d’exposicio
son les seglents: proteina nativa (—), exposicié a 10mM DTT (---) i exposici6 a 10mM DTT i 6M GndHCI (--)
durant 30 min a RT. En el cas de GalRs, el DTT indueix un red-shift sobre Amax de 2 nm (des de 331 nm a
333 nm). Per al mateix receptor, el GndHCI juntament amb el DTT indueixen un desplagament de Amax a 352
nm donant a la corba I'espectre tipic de la corba exhibida pel triptofan en solucié. Per a 5-HT1a el DTT indueix
un red-shift de 2 nm (des de 332 nm a 334 nm) i el DTT conjuntament amb el GndHCI indueixen un
desplagament de Amax a 352 nm donant a I’espectre, igual que en el cas anterior, tipic de la corba exhibida
pel triptofan en solucié. Insercions. Grafic dosi-resposta de I'efecte de la concentracié de DTT sobre el
desplagament de Amax. Els receptors purificats van ser exposats a DTT utilitzant les segiients concentracions
(0 mM, 1.5 mM, 3 mM, 4.5 mM, 6 mM i 10 mM). El desplagament va quantificar-se com la diferéncia entre les
mostres exposades i el control. Les corbes corresponen a la mitjana entre tres experiments independents. (C)
Control negatiu. Efecte de I'exposicio a 10 mM DTT sobre Amax corresponent al triptofan lliure (12 pM). El
grafic mostra I'espectre d’emissid del triptdfan abans (——) i després (---) de l'adici6 de DTT. La corba

corresponent a I'exposicié a DTT es troba desplagada 0.1 punts per evitar solapaments.

Comprovat el plegament correcte dels receptors, I'Ultim pas per poder validar el
nostre sistema de purificacié va consistir en determinar si aquests eren funcionals.
Per tal de comprovar-ho es va utilitzar 'assaig d’activacié de proteina G

mitjancant fluorescéncia.
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La funcionalitat dels receptors va analitzar-se mitjancant la mesura de la seva
capacitat d’activar les seves corresponents proteines G. Va utilitzar-se Gai1 per a
GalR1, i Gai2 per a 5-HT1a, ja que havia estat préviament descrit en la literatura
que els receptors en questié sbn capacos de senyalitzar via aquestes proteines G
[129,130], quan sbén activats pel lligand corresponent. En aquest experiment,
I'utilitzacidé d’agonistes (8-OH-DPAT per a 5-HT1a i gal (1-29) per a GalR1) no va
ser necessaria, ja que els receptors havien estat purificats units als lligands
esmentats. En aquest estudi es va seguir els canvis en la fluorescencia intrinseca
d’un triptofan especific (altament conservat) de les proteines Gq, la fluorescencia
del qual augmenta com a consequencia del canvi conformacional induit en
aquesta subunitat quan es dona I'acoblament amb el receptor i acoblament a la
proteina G.
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Figura 40. Activacié de 5-HT1a i GalR+. La uni6 del GTPYS a la proteina com a conseqlencia de la seva
activacié es va detectar per mitja d'espectroscopia de fluorescéncia. (A) Enregistrament de la fluorescéncia
emesa per Gai1 (activacidé de GalR1). (B) Enregistrament de la fluorescéncia emesa per Gai2 (activacié de 5-
HT1a). En tots dos casos I'emissié de fluorescéncia dibuixa una corba que mostra les tres fases tipiques d’un
experiment d’activacié [131]: linia base, unié de GTPYS i fase de saturaci6é o plateau. Es conclou, per tant,
que en les nostres condicions especifiques de purificaci6 s'obtenen proteines actives. Les corbes

corresponen a la mitjana de tres experiments independents.

Els resultats mostren activitat en tots dos casos (figura 40), obtenint-se una corba
de saturaci6 de la fluorescéncia després de I'adici6 de GTPYS, tipica d’aquests
assajos [131].
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4.2.2.2.3.Analisi per SPR

Obtinguts els receptors en un estat pur i actiu, es va procedir a la caracteritzacio
de I'heterodimeritzacio6 i I'efecte del zinc en aquest procés. Tal i com ja s’ha dit
anteriorment es va utilitzar la metodologia del SPR, degut a I'alta especificitat de

reconeixement molecular i també a que permet I'estudi del procés a temps real.

En primer lloc es va determinar si era factible detectar heterodimeritzacio utilitzant
aquesta tecnologia. Ja que els receptors estaven marcats amb I'epitop Rho-1D4,
el corresponent anticos (1D4) es va immobilitzar en la superficie del xip.
Seguidament es va injectar GalR fins a la saturacié de la superficie, que va
assolir-se a una concentracié aproximada de 1.1-2.2 fmol GalR: per mm2.
Finalment es va injectar el 5-HT1a en les seguients concentracions: 50 nM, 100 nM
i 200 nM). Entre les injeccions a les diferents concentracions de 5-HTia es va

aplicar una concentraci6 de 0.5% SDS per tal de regenerar la superficie.

Els resultats mostren I'existéncia d’interaccié entre els dos receptors, ja que la
resposta del SPR a la injeccié de 5-HT1a consisteix en un increment de "'amplitud
del senyal en funci6é de la quantitat de 5-HT1a injectat (figura 41). L’analisi global
dels sensorgrames revela valors per a la Ka (constant d’associacié) que son
practicament iguals en les diferents concentracions de 5-HTia injectades, la
mitjana dels quals és 1.09x104 M-s-1 (figura 31). A més a més, els sensorgrames
també mostren, en les diferents concentracions, que el complex GalR1-5-HT1a es
manté unit de forma estable quan acaba d’injectar-se el 5-HT1a i S’injecta tampd
de correguda sobre la superficie del xip. Aquesta ultima injeccioé es coneix com a
fase de dissociacié. L’analisi de la resposta en la fase de dissociacié va donar
com a resultat uns valors de Kd (constant de dissociacié) entre 1x105s1 i 8x105

s-1. Els valors de Kp (constat d’afinitat) obtinguts foren 0.9 nM i 7 nM.
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Figura 41. Analisi mitiangant SPR de la interacci6 entre 5-HT1a i GalR1. (A) Interaccid especifica entre els dos
receptors purificats. Els sensorgrames mostren una relacié directa entre la concentracié de 5-HT1a injectat -
sobre un xip recobert amb GalRs- i la quantitat unida. Les corbes presenten les seglients constants
d'associaci6é d’acord amb la concentracié de 5-HT1a injectada: 200 nM (Ka = 1.04x104 M-1s* (—)), 100 nM
(Ka = 1.07x104 M-1s! (----)) i 50 nM (Ka = 1.17x104 M-1s-! (-)). Les corbes de SPR indiquen que hi ha
interaccioé entre tots dos receptors amb un valor mitja de Ka=1.09x104 M-'s-! (el valor de Ka s’ha calculat
després de restar-hi la corba corresponent al control negatiu). Resulta interessant destacar que gairebé no es
detecta dissociaci6. (B) control negatiu. Unié no especifica entre 5-HT1a i una superficie recoberta amb IgG1.
La corba de SPR mostra la preséncia d’un cert grau d’interaccié transitoria inespecifica que s’elimina en

finalitzar la injeccié del receptor. En els dibuixos, la molécula ancorada a la superficie correspon a I'anticos,
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de color taronja hi destaca la part de I'anticos que reconeix el receptor GalR¢ (verd). El receptor vermell

correspon a 5-HT1a.

Finalment, havent pogut veure i analitzar la formacié del complex 5-HT1a-GalR1 a

temps real, es va procedir a analitzar I'efecte del zinc sobre I’heteromer.

En aquest experiment, la mostra de 5-HT1a a injectar havia estat previament
tractada amb 200 uM ZnClz. La resposta €s completament diferent a I'obtinguda
amb el 5-HT1a no tractat amb zinc, tant pel que fa a 'amplitud com als parametres
cinétics. El sensorgrama mostra la pérdua de la capacitat d’'unié per part del 5-
HT1a (figura 42). Tot i que pot deduir-se un cert grau d’interaccioé durant la injecci6
de la mostra, el complex queda totalment dissociat quan acaba la injeccidé del
receptor i s’injecta el tamp6 de correguda (fase de dissociacid). Aquest senyal
s’atribueix a una unié no especific de 5-HT1a amb el xip, ja que exhibeix un perfil

de la corba identic al control negatiu (figura 41B).

Resposta (RU)
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Figura 42. Efecte del ZnCl> sobre I'heteromer 5-HTia-GalR:. La corba posa de manifest I'abséncia
d’interacci6 entre GalR1 i la mescla 5-HT1a-zinc.Tot i que hi ha un cert grau d’interaccio, aquesta es trenca
completament. En els dibuixos, la molecula ancorada a la superficie correspon a I'anticos, de color taronja hi

destaca la part de I'anticos que reconeix el receptor GalR1 (verd). El receptor vermell correspon a 5-HT1a.
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4.2.2.3. Identificacié dels possibles llocs d’unié del zinc al receptor 5-
HT1a

D’acord amb els resultats previs descrits en la literatura [85] i els resultats
experimentals previament exposats, semblava que el zinc podia interaccionar
d’'una manera directa amb 5-HTia. Els resultats obtinguts en aquest treball
mitjancant FRET i SPR suggereixen que aquests llocs d’uni6 a zinc podrien
coincidir amb les regions d’heterodimeritzacié. Per tal d'aprofundir en aquesta
possibilitat es va recérrer a la modelitzaci6 molecular. Tal i com queda descrit en
la secci6é de Materials i Méetodes, una sonda de zinc es va fer passar a través de la
superficie del receptor. Els resultats d’aquest calcul es mostren en la figura 43, on
les esferes representen els llocs favorables a la uni6 de zinc. Tal i com queda
representat en la figura, la majoria dels possibles llocs d’unié a zinc es troben
localitzats en les nanses intracel-lulars i extracel-lulars, tot i que alguns es
localitzen en regions transmembrana com son TM1 i les interfases TM4-TM5 i
TM7-TM8.

Figura 43. Llocs d’unio a zinc determinats mitjangant I'is de models moleculars. L’estructura del receptor 5-
HT1a (també obtinguda mitjangant modelitzaci6 molecular en aquest treball) es troba representada en blau.

Les esferes verdes representen els possibles llocs d’'unié a I'ié zinc obtinguts mitjancant I's d’'una sonda
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especifica per al cati6. Aquest model ha estat elaborat i cedit amablement pel Dr. Pérez i Cecylia Severin

Lupala, grup de Biotecnologia Molecular, ETSEIB, UPC.

4.2.2.4. Model esquematic de I'efecte del zinc sobre la interaccié 5-HT1a-
GalR1

A partir de tots els resultats anteriorment descrits es conclou que la concentracio
d’i6 zinc en el medi determinaria I'estat en qué es troben tots dos receptors. Aixi, a
concentracions altes de zinc predominarien les formes monomeriques, degut a la
incapacitat d’heterodimeritzar dels receptors en aquestes condicions. En canvi, a
concentracions baixes predominaria el complex 5-HT1a-GalR; (figura 44) associat
a la depressio unipolar.

DISEASE

DISEASE

Figura 44. Representacio de I'efecte del zinc sobre I'heteromer 5-HTia-GalR;:. En condicions fisiologiques de
deficiéncia de zinc, I'heterodimer és la forma predominant per als receptors, donant lloc a un fenotip
depressiu. En canvi, en preséncia de quantitats elevades de zinc, el cati6 interacciona amb el 5-HT1a (d’acord

amb els nostres resultats) inhibint la formaci6 del dimer i restablint el fenotip normal.
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4.3. RELACIO AMB GPR39. El TRIMER GALR;-5-HT1Ao-GPR39

Els resultats anteriors van posar de manifest I'existencia d’'una relacié a nivell
molecular entre 5-HT1a-GalR4, zinc i depressié. S’ha descrit també una relacié
entre GPR39, zinc i depressi6 (vegeu 1.2.3.4.1). Entre tots dos casos podem
establir-hi un paral-lelisme: GPCRs que a través de la seva interaccié6 amb el zinc
estan implicats en la malaltia depressiva. Per aquest motiu es va decidir continuar
amb el treball, centrant-nos en desxifrar el possible nexe d’unié entre aquestes

dues associacions.

4.3.1. Obtencio de les construccions: hr-GFPII-5-HT1a i GPR39-EYFP

El primer pas va consistir en determinar I'existéncia d’interaccidé entre els tres
GPCRs implicats (5-HT1a, GalR+1 i GPR39). Tenint en compte que la interaccié 5-
HTia-GalR1 ja havia estat descrita, es va decidir estudiar la possible formacié
d’heteromers per part de 5-HT1a, GPR39 i GalR1. Les técniques experimentals
escollides foren el FRET i la co-immunopurificacié. Per tal de dur a terme
aquestes tecniques es va haver d’obtenir els seguents clons: hrGFPII-5-HT1a i
GPR39-EYFP. Els clons es van obtenir amb éxit tal i com mostren els resultats de

les respectives sequenciacions (figura 45).

1‘ 1- GPR39-YFP

'l ATGGCTTCACCCAGCCTCCCGGGCAGTGACTGCTCCCAAATCATTGATCACAGTCATGT |
CCCCGAGTTTGAGGTGGCCACCTGGATCAAAATCACCCTTATTCTGGTGTACCTGATCAT

CTTCGTGATGGGCCTTCTGGGGAACAGCGCCACCATTCGGGTCACCCAGGTGCTGCAG
AAGAAAGGATACTTGCAGAAGGAGGTGACAGACCACATGGTGAGTTTGGCTTGCTCGG
ACATCTTGGTGTTCCTCATCGGCATGCCCATGGAGTTCTACAGCATCATCTGGAATCCCC
TGACCACGTCCAGCTACACCCTGTCCTGCAAGCTGCACACTTTCCTCTTCGAGGCCTGC
AGCTACGCTACGCTGCTGCACGTGCTGACACTCAGCTTTGAGCGCTACATCGCCATCTG
TCACCCCTTCAGGTACAAGGCTGTGTCGGGACCTTGCCAGGTGAAGCTGCTGATTGGC
i TTCGTCTGGGTCACCTCCGCCCTGGTGGCACTGCCCTTGCTGTTTGCCATGGGTACTG
AGTACCCCCTGGTGAACGTGCCCAGCCACCGGGGTCTCACTTGCAACCGCTCCAGCAC
CCGCCACCACGAGCAGCCCGAGACCTCCAATATGTCCATCTGTACCAACCTCTCCAGCC
GCTGGACCGTGTTCCAGTCCAGCATCTTCGGCGCCTTCGTGGTCTACCTCGTGGTCCT

[ _ T e
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Figura 45. Resultat de les sequienciacions de GPR39-EYFP i hrGFPII-5-HT;a. La seqliéncia mostra que tant
hrGFPIl com GPR39 s’han incorporat correctament en els vectors pCDNAS3.1-5-HT1a i N3-pEYFP. Les

sequencies dels gens 5-HT1ai EYFP no es mostren senceres ja que no es manipulen durant el procediment.

4.3.2. Determinacio de I’existéncia d’interaccio entre 5-HT1ai GPR39

4.3.2.1. Immunocitoquimica

Com a experiment previ a les tecniques del FRET, es va determinar si tots dos
receptors eren capacgos de colocalitzar en el mateix compartiment cel-lular. Les
tincions immunocitoquimiques mostren un patrd de distribucié similar per a tots
dos receptors estudiats, que a més es situen en la membrana plasmatica, tal i

com ha de ser per a aquest tipus de receptors (figura 46).
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GPR39 SUPERPOSICIO

Figura 46. Colocalitzacié dels receptors 5-HT1a i GalRi. El senyal verd correspon al receptor 5-HT1a (A i D) i
el senyal vermell a GPR39 (B i E). La superposicié de les imatges dels dos senyals mostra les arees de
colocalitzaci6 (C i F). Les imatges mostren clarament I'existencia de colocalitzacié entre tots dos receptors al

llarg de la membrana plasmatica.

4.3.2.2. FRET

Havent obtingut resultats positius en les mostres d’immunocitoquimica es va
procedir a valorar la interaccié entre tots dos receptors mitjancant la técnica del
FRET. Es va realitzar un assaig de saturacio per tal de determinar la interaccio
especifica entre tots dos receptors, en cel-lules que coexpressaven una quantitat
constant de hrGFPII-5-HT1a(donador) i una quantitat creixent de GPR39-EYFP
(acceptor). Per a les mesures de FRET inespecific van utilitzar-se una barreja de
dues poblacions de cél-lules transfectades independentment amb cadascun dels

vectors.

Les dades obtingudes en les mostres problema s’ajusten a una corba hiperbolica
amb una asimptota que tendeix al valor maxim de FRET, confirmant la
especificitat de la interaccid entre tots dos receptors. En canvi, el resultats

referents al control negatiu s’ajusten a una recta amb una relacio lineal entre els
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valors de n-FRET i la ratio acceptor/donador, posant de manifest que,
efectivament, en aquest cas no es dona interaccio (figura 47). A partir d’aquests
resultats es conclou que s’esta donant una interaccidé especifica entre els

receptors.

n-FRET

0 2 4
YFP/GFP2

Figura 47. Corba de saturacio per FRET entre 5-HT1a i GPR39. La corba descrita pels resultats de FRET a
les diferents ratios donador/acceptor presenta un perfil hiperbolic que es correspon amb una interaccio
especifica. En canvi, els valors de FRET per al control negatiu mostren un perfil lineal corresponent a una

interaccio inespecifica, validant els resultats obtinguts.

4.3.2.3. Co-immunopurificacio

Per tal de corroborar els resultats obtinguts mitjancant les mesures de FRET es va
analitzar la possible interacci®é mitjangcant co-immunopurificaci6. En aquest
experiment les cél-lules van ser cotransfectades amb quantitats equivalents de les
seglents construccions: 5-HT1a-1D4 i GPR39-EYFP. La co-immunopurificacioé es
va dur a terme a mitjangant cromatografia d'immunoafinitat utilitzant una matriu de
Rho-1D4-sefarosa. 5-HT1a-1D4 també va transfectar-se i purificar-se de manera
independent a mode de control. L’analisi dels resultats destaca la preséncia de
bandes immunoreactives anti-EYFP en el carril corresponent a la co-

immunopurificacioé (dimer), mentre que no se n’aprecien en el carril carregat amb
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5-HT1a-1D4 sol (control). A més a més, es detecten bandes immunoreactives anti-
Rho-1D4 en tots dos carrils (figura 48). Per tant, els resultats posen de manifest la

preséencia del complex 5-HT1a-GPR39, tal i com ja s’havia observat per FRET.

4.3.3. Determinacio de I’existéncia d’interaccio entre GalR1-5-HT1A-GPR39

La formacié d’heterocomplexes entre els esmentats receptors es va estudiar
mitjancant I’Us dels mateixos métodes que en el cas del dimer. En aquest cas, en

primer lloc es va dur a terme la co-immunopuficiacio.

4.3.3.1. Co-immunopurificacié

En aquest cas la cotransfecci6 es va realitzar utilitzant quantitats equivalents dels
tres receptors. A més a més, en el gel es va incloure la mostra corresponent al
dimer i al control 5-HT1a juntament amb un segon control consistent en GalR1-1D4
purificat de forma independent. El revelat mostra (figura 48) bandes
immunoreactives anti-EYFP tant en el carril del dimer com en del trimer, pero el
patr6 de migracid és diferent. En tots dos casos es detecten dues bandes
superiors corresponents a especies d’alta massa molecular, pero mentre que per
al dimer es detecten dues bandes inferiors, només una d’aquestes es detecta en
el cas del trimer. No es detecta senyal en els carrils control tal i com s’esperava.
El revelat de la membrana amb anticds anti-GalR:1 mostra bandes
immunoreactives exclusivament en el carril del trimer i en el del control
GalR1-1D4, confirmant la preséncia del trimer. Finalment, com era d’esperar, el
revelat utilitzant anti-Rho-1D4 presenta bandes immunoreactives en tots els
carrils, indicant que la immunopurificacié s’havia realitzat amb éxit en tots els
casos. Aquests resultats indiquen que, efectivament, s’havia purificat el complex
GPR39-5-HT1a-GalR1 (figura 48).
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IP:5-HT,,-1D4 + - + +

IP:GalR,-1D4 - + - -
GPR39-YFP - -+ 4+
GaIR1 - - - +

a-YFP

a-1D4

Figura 48. Immunoblots corresponents als heterocomplexos 5-HT1a-GPR39 i GalR:-5-HT1a-GPR39. En la
imatge s’observen quatre carrils on es van carregar les segiients mostres (d’esquerra a dreta): 5-HT1a-1D4,
GalR¢-1D4, 5-HT1a-1D4+GPR39-EYFP i 5-HT1a-1D4+GPR39-EYFP+GalRs. Els immunoblots permeten
detectar a interacci6 entre 5-HT1a-GPR39 i GalR1-5-HT1A-GPR39.

Cal destacar, pero, que en el carril del trimer la intensitat de senyal obtinguda per
al GalR1 és més petita que la obtinguda per a 5-HTia i GPR39. Per tal de
descartar una possible predominanca del dimer 5-HT1a-GPR39 respecte al trimer
GalR+-5-HT1a-GPR39 es va estudiar el trimer mitjancant FRET.

4.3.3.2. FRET

Per tal de confirmar I'existencia de complexes GalRi-5-HT1A-GPR39, es van
enregistrar les corbes de FRET entre 5-HT1a-ECFP i GalR+-EYFP en preséencia i

abséncia de GPR39 no marcat. Aquestes corbes es van comparar amb les

141



obtingudes, en les mateixes condicions, per a la proteina de fusi6 ECFP-EYFP a
mode de control negatiu (figura 39). Les corbes sbén positives per a FRET i
presenten el mateix contorn tant en preséncia de GPR39 com en abséncia
d’aquest. Les dos bandes caracteristiques es distingeixen clarament, una a 490
nm corresponent a ECFP i una altra a 527 nm corresponent a EYFP. Aix0 significa
que 5-HT1a manté la seva capacitat de interaccionar amb GalR1 en preséncia de
GPR39. EI control positiu va mostrar el mateix comportament, validant

’experiment (figura 49).

0.4

Fluorescéncia (Normalitzada)
Fluorescéncia (Normalitzada)
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Figura 49. Corbes de FRET entre 5-HT:14-ECFP | GPR39-EYFP. (A) Heterocomplexos. Les corbes es van
obtenir mitjangant la cotransfeccié dels receptors utilitzant dues condicions diferents, 5-HT1a-ECFP+GalR;-
EYFP (—) i 5-HT1a-ECFP+GalR1-EYFP+GPR39 (---) en concentracions equivalents. La corba referent a 5-
HT1a-ECFP+GalR1-EYFP+GPR39 es presenta desplagcada 0.1 punts per evitar el solapament entre les
corbes. Els contorns de les dues corbes no mostren diferéncies significatives, la qual cosa indica que 5-HT1a
és capag d'interaccionar amb GalR1 i GPR39 a I'hora. (B) Control negatiu. El mateix experiment que en el cas
anterior es va dur a terme amb la proteina de fusi6 ECFP-EYFP. La linia continua (—) representa ECFP-
EYFP sola i la discontinua (---) ECFP-EYFP juntament amb GPR39. La corba referent ECFP-EYFP+GPR39
es presenta desplacada 0.1 punts per evitar el solapament entre les corbes. En aquest cas, com era

d’esperar, tampoc no s’observen diferéncies entre les corbes.
4.3.4. Estudi de les vies de transduccié6 de senyal derivades dels

complexos 5-HT1a-GPR39 i GalR1-5-HT1a-GPR39 mitjancant assajos de

senyalitzaci6

Les diferéncies en la senyalitzacidé dels receptors estudiats degudes a la seva

interaccid en heteromers, es van analitzar mitjancant Luciferase Reporter
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Assays. Breument, aquests assajos es basen en el fet de que els diferents GPCR
son capacos d’activar diferents factors de transcripcid com a consequeéncia de la
seva interacci6 amb proteines G especifiques. Per tant, l'activacié d’aquests
factors de transcripcié constitueix una mesura indirecta de I'activacié del receptor.
En aquest cas particular es va seguir 'activaci6 de SRE i NFkB. Es va escollir
aquestes dues vies de senyalitzacid en concret per dues raons principals: en
primer lloc GPR39 senyalitza a través de Ggq, G12/131 Gs després de ser activat per
zinc, i lactivaci6 d’aquestes proteines G, consequentment, inicia diferents
cascades de senyalitzacié que tenen com a punt final I'activacié dels dos factors
de transcripcié esmentats anteriorment, entre d’altres [63,132], i en segon lloc, 5-
HT1a i GalR4 s’acoblen exclusivament a Gi/Go que activa SRE perd no NFk( quan
s’utilitzen com a agonistes el 8-OH-DPAT i la galanina respectivament. Aquest
comportament diferencial entre els receptors permet extreure informacio
especifica sobre les diferencies de senyalitzacié dels mateixos en les formes

monomeriques respecte les formes heteromeériques.

4.3.4.1. SRE i NFkB luciferase reporter assay per al dimer 5-HT1a-GPR39

L’exposicié de I'heteromer a 8-OH-DPAT o ZnCl> dbna lloc a una resposta del
tipus SRE significativa respecte a les mostres no exposades (p<0.05), entenent-
se que tots dos receptors son actius en el dimer. A més a més, I'exposicié a tots
dos compostos al mateix temps dbna lloc a una resposta significativament més
alta a la exhibida per cada receptor de forma independent. Aquest comportament

evidéncia que es tracta d’'un senyal additiu (figura 50A).

Pel que respecta a l'activitat NFk(3, després de I'exposicié a 8-OH-DPAT no se
n‘observa. Aquest resultat s’ajusta al fet de que el receptor 5-HT1a no és capag de
senyalitzar via NFkB i que 8-OH-DPAT no és capa¢ d’activar GPR39. En canvi,
I’exposicié a ZnCl2té com a resultat un increment del senyal com a consequéncia
de l'activaci6 de GPR39. Pero, el resultat més interessant d’aquest experiment,
consisteix en que després de la coactivacidé de tots dos receptors, el senyal de

NFkB és significativament més alt comparat a I'obtingut utilitzant només ZnCl>
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com agonista (figura 50A). En conjunt, aquests resultats indicarien que quan els
receptors es troben formant part de I'neteromer la coactivacio de tots dos dona a
algun tipus d’activacié de 5-HT1a que, o bé incrementa de forma al-lostérica la
poténcia del zinc sobre GPR39, o alternativament, adquireix la capacitat de

senyalitzar via NFkf (figura 50C).
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Figura 50. Assaig de senyalitzacié sobre el dimer 5-HT1a-GPR39. Els controls utilitzats corresponen a
cel-lules transfectades en absencia de DNA (mock) i cel-lules correctament transfectades pero no exposades

a agonista (no exposades). (A) Resposta via SRE de cél-lules cotransfectades després de I'estimulaci6 amb
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8-OH-DPAT, ZnCl2 o tots dos a I'hora. En tots tres casos s’obtenen respostes significativament superiors al
control. La coactivacié amb tots dos agonistes al mateix temps déna una resposta superior a la obtinguda per
als receptors en forma monomeérica, posant de manifest una senyalitzaci6 additiva. (B) Resposta via NFk}.
Les condicions d’exposici6 utilitzades féren les mateixes que en el cas anterior. En aquest cas pero, per a
aquesta via de senyalitzacio, no es detecta activacié per part de 8-OH-DPAT ja que 5-HT+1a no és capag de
senyalitzar mitjangant aquesta via. En canvi l'activacié combinada de tots agonistes exhibeix una resposta
significativament superior a I'obtinguda mitjancant I'activacié exclusiva amb ZnCl.. (C) Representacio
esquematica del canvi en la capacitat de senyalitzaci6 dels receptors com a conseqluéncia de
I'heterodimeritzaci6. La coestimulacié incrementa la capacitat de resposta per la via NFkB. Els resultats
representen la mitjana + SD de tres experiments independents realitzats per triplicat. Les comparacions entre
grups amb diferencies significatives es representen com: *** (P < 0.001), ** (P <0.01) i * (P < 0.05) i les no

significatives com ns (P > 0.05).
4.3.4.2. SRE luciferase reporter assay. GalR1-5-HT1a-GPR39

Sorprenentment, la presencia de GalRi bloqueja la senyalitzacié per part de 5-
HT1a i GPR39 en totes dues vies. Per tant no es detecta activacio en preséncia de
GalR1 ni quan les cel-lules son estimulades amb 8-OH-DPAT ni quan ho sén amb
ZnClz. En canvi, si que es dbna activacié quan les ceél-lules s’exposen a gal
(1-29). A més a més, I'activacié amb tots tres agonistes al mateix temps doéna lloc
a la mateixa resposta que I'obtinguda unicament amb el peptid de galanina. Per
tant, es conclou, que quan els tres receptors es troben formant I’heterocomplex

només GalR; és capag de senyalitzar per la via estudiada (figura 51).
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Figura 51. Assaig de senyalitzacio sobre el trimer GalR1-5-HT1a-GPR39. Els controls utilitzats corresponen a
cel-lules transfectades en abséncia de DNA(mock) i cel-lules correctament transfectades perd no exposades
a agonista (no exposades). (A) Resposta via SRE de les cél-lules co-transfectades després de I'estimulacié
amb 8-OH-DPAT, ZnClz i gal (1-29), juntament o per separat. Els resultats mostren I'abséncia de resposta
després de l'estimulaci6 amb 8-OH-DPAT i ZnClz2, mentre que aquesta es detecta clarament després de
I’estimulaci6 amb galanina. A més a més, l'activacié de tots tres receptors al mateix temps doéna lloc a la
mateixa resposta que I'obtinguda per estimulacié exclusiva amb galanina. Els resultats es poden interpretar
com que la preséncia de GalR1 esta bloguejant I'activitat dels receptors 5-HT1a i GalR1. (B) Representacio
esquematica de la senyalitzacié via ERK1/2 que presenta el complexe heterotrimeric, on només GalR1 és
capa¢ de senyalitzar. Els resultats representen la mitjana + SD de tres experiments independents realitzats
per triplicat. Les comparacions entre grups amb diferéncies significatives es representen com: *** (P < 0.001),
**(P<0.01)i* (P =<0.05)iles no significatives com ns (P > 0.05).

4.3.5. Purificacié del receptor GPR39

Per tal de poder dur a terme experiments de SPR amb el trimer GalR{-5-HT1a-
GPR39, només era necessari obtenir la forma purificada del receptor GPR39, ja
que per als dos altres receptors, ja s’havia obtingut. L’aplicacié d’aquesta tecnica
permetria coneixer millor les caracteristiques d’aquesta interaccio triple, aixi com

també desxifrar els mecanismes exactes de regulacié que s’amaguen darrera els
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resultats previament obtinguts. Degut a que el sistema de purificacié6 emprat havia
permes purificar tots dos receptors en forma activa (5-HT1a i GalR1) es va decidir

utilitzar la mateixa metodologia per a la purificacié del GPR39.

En primer lloc pero, igual com en el cas dels receptors anteriors, es va haver
d’addicionar el marcatge corresponent a I'epitop Rho-1D4. Fent servir el mateix

protocol que en els casos anteriors, es va obtenir el receptor marcat (figura 52).

[}
1- GPR39:

CTTCACCCAGCCTCCCGGGCAGTGACTGCTCCCAAATCATTGATCACAGTCATGTCCCCGAG
GAGGTGGCCACCTGGATCAAAATCACCCTTATTCTGGTGTACCTGATCATCTTCGTGATGGGC
TTCTGGGGAACAGCGCCACCATTCGGGTCACCCAGGTGCTGCAGAAGAAAGGATACTTGCAGAA
GAGGTGACAGACCACATGGTGAGTTTGGCTTGCTCGGACATCTTGGTGTTCCTCATCGGCATGC
CATGGAGTTCTACAGCATCATCTGGAATCCCCTGACCACGTCCAGCTACACCCTGTCCTGCAAGC
GCACACTTTCCTCTTCGAGGCCTGCAGCTACGCTACGCTGCTGCACGTGCTGACACTCAGCTTTG
GCGCTACATCGCCATCTGTCACCCCTTCAGGTACAAGGCTGTGTCGGGACCTTGCCAGGTGAAG
TGCTGATTGGCTTCGTCTGGGTCACCTCCGCCCTGGTGGCACTGCCCTTGCTGTTTGCCATGGGT
CTGAGTACCCCCTGGTGAACGTGCCCAGCCACCGGGGTCTCACTTGCAACCGCTCCAGCACCCG
CACCACGAGCAGCCCGAGACCTCCAATATGTCCATCTGTACCAACCTCTCCAGCCGCTGGACCG
GTTCCAGTCCAGCATCTTCGGCGCCTTCGTGGTCTACCTCGTGGTCCTGCTCTCCGTAGCCTTCA
GTGCTGGAACATGATGCAGGTGCTCATGAAAAGCCAGAAGGGCTCGCTGGCCGGGGGCACGCG
CCTCCGCAGCTGAGGAAGTCCGAGAGCGAAGAGAGCAGGACCGCCAGGAGGCAGACCATCATC
CCTGAGGCTGATTGTTGTGACATTGGCCGTATGCTGGATGCCCAACCAGATTCGGAGGATCATG
CTGCGGCCAAACCCAAGCACGACTGGACGAGGTCCTACTTCCGGGCGTACATGATCCTCCTCCC
TTCTCGGAGACGTTTTTCTACCTCAGCTCGGTCATCAACCCGCTCCTGTACACGGTGTCCTCGCA
CAGTTTCGGCGGGTGTTCGTGCAGGTGCTGTGCTGCCGCCTGTCGCTGCAGCACGCCAACCAC
AGAAGCGCCTGCGCGTACATGCGCACTCCACCACCGACAGCGCCCGCTTTGTGCAGCGCCCGTT
CTCTTCGCGTCCCGGCGCCAGTCCTCTGCAAGGAGAACTGAGAAGATTTTCTTAAGCACTTTTCA
AGCGAGGCCGAGCCCCAGTCTAAGTCCCAGTCATTGAGTCTCGAGTCACTAGAGCCCAACTCAG
CGCGAAACCAGCCAATTCTGCTGCAGAGAATGGTTTTCAGGAGCATGAABTIACGGAGACGAGC
AGGTGGCCCCGGCCHGA

- codons de start i stop
: Gltim codo traduit
: sequencia corresponent a I'epitop 1D4

Figura 52. Resultat de la seqienciacic de GPR39-1D4. Les seqliéncies mostren que el marcatge s’ha

incorporat correctament.

A més a més també es va comprovar mitjangant microscopia de fluorescéncia que
el receptor, marcat i transfectat en la linia cel-'lular HEK293S GnTi-, seguia
mantenint la seva correcta expressidé i localitzacié celllular a la membrana

plasmatica, tal i com s’havia fet per als receptors anteriors (figura 53).
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Figura 53. Expresssio i localitzacié cel-lular del receptor GPR39. (A-C) Diferents cél-lules transfectades amb
el receptor d’estudi. Es va transfectar de forma transitoria cél-lules corresponents a la linia HEK 293S GnTi-
amb el cDNA del receptor d’estudi. Un cop transfectades, les cél-lules es van fixar i els receptors es van
marcar amb FITC (vegeu 3.2.2.2). Les imatges resultants van ser obtingudes i analitzades mitjangant

microscopia de fluorescéncia.

GPR39 presenta una caracteristica que el diferencia dels receptors anteriors, i
aquesta és que el seu lligand, el zinc, es troba ja de manera natural en
concentracions significatives en els medis de cultiu cel-lular utilitzats. Per aquest
motiu, la purificacié es va dur a terme en dues condicions diferents: 1- addicionant
zinc al medi de solubilitzacié i 2- sense addicionar zinc (considerant que en existir
aquest catid en el medi, el receptor ja lincorpora, és a dir, la purificacié ja és

assistida per zinc sense necessitat d'addicionar el catio).
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Figura 54. Deteccié de la proteina purificada. El grafic mostra els espectres UV-Visibles de la proteina
purificada en les diferents condicions de solubilitzacié: en abséncia de zinc (—) i en preséncia de zinc (----).

La preséncia del pic d’absorbancia a 280 nm es detecta en tots dos casos.

Igual com en els casos anteriors, la purificacié va donar resultats positius per a
totes dues condicions de purificacid, perd partint del mateix nombre de plaques,
els resultats obtinguts demostren que la purificacid6 és més efectiva (en termes
quantitatius) quan no s’addiciona zinc en el medi solubilitzaci6 (figura 54), ja que
la banda a 280 nm, corresponent a la proteina purificada, és significativament més
alta en aquestes condicions (la purificacidé es va donar a partir del mateix nombre

de plaques transfectades).

4.3.5.1. Caracteritzacié de GPR39 purificat

Seguint la mateixa estratégia que en el cas de 5-HT1a i GalR+ el seglent pas va
consistir en caracteritzar el receptor purificat mitjancant Western blot i blue
native PAGE.

El Western blot (desnaturalitzant) es va realitzar només per a la mostra purificada
sense zinc, per comprovar l'especificitat de la purificacid, ja que al donar-se en
condicions desnaturalitzants no se’'n podia extreure més informacié. Incloia, a
més, una co-purificacié 5-HT1a-1D4+GalR1-1D4 a mode de control. El revelat
mostra la presencia de bandes en tots dos carrils, confirmant la purificacidé. A més
a més, la comparacié entre la mida de la banda corresponent a GPR39 i les
obtingudes en el carril control permeten deduir que la mida és correcta i correspon
al monomer de GPR39 (=51 KDa).

D’altra banda, el gel natiu si que es va realitzar per a totes dues mostres. El patrd
electroforetic mostra una Unica banda, de mida correcta, en tots dos casos, la qual
cosa significa que en condicions natives, el receptor es troba en forma
monomerica. A més, totes dues mostres presenten una certa quantitat de proteina

agregada (banda superior) que no arriba a entrar en el gel, i que és més notable
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per a la mostra sotmesa a la purificacidé assistida per zinc, tot i haver carregat la

mateixa quantitat de proteina en cadascun dels pous.

També cal considerar, que a jutjar per la imatge del gel, semblaria que la mobilitat
de totes dues mostres presenta una petita diferéncia, la mostra purificada en
presencia de zinc presenta un petit retard respecte a I'altra. Aixd podria ser el
resultat de canvis en la carrega dels receptors com a consequeéencia de la quantitat
de zinc unit, tot i aix0, no afecta el seu estat d’agregacid, que és el que realment

importa.

Tot semblaria indicar, per tant, que la purificaci6 funciona millor, quan la
solubilitzaci6é es déna en absencia de zinc, segurament degut a que la proteina ja
es troba unida a zinc (provinent del medi de cultiu) en el moment de la purificacio
(figura 55).
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Figura 55. Analisi electroforetica de les purificacions corresponents a GPR39. (A) Western blot. Obtingut
mitjangant I'anticos 1D4 L'ordre de carrega és el seglient (d’esquerra a dreta): GalR1+5-HT1a i GPR39. Les
bandes revelen la preséncia especifica de GPR39 en forma monomerica. (B) Blue-native PAGE. Les mostres
es van carregar en el segient ordre (d’esquerra a dreta): BSA, GPR39+ZnClzi GPR39. En aquest cas només
es va utilitzar BSA com a marcador ja que se’n coneix el patré6 de migracié a partir del gel realitzat sobre 5-
HT:a i GalRy. Les bandes obtingudes revelen que en tots dos casos el receptor s’ha purificat de forma

monomerica.
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Igual que en el cas de 5-HT1a i GalR1, la presencia de formes monomeriques dels
receptors -en condicions natives- suggeria que els receptors purificats es trobaven
en estat natiu, pero, calia comprovar-ho mitjancant altres tecniques com

I'espectroscopia de fluoresceéncia.

Amb aquest objectiu, es va analitzar les variacions en la fluorescéncia intrinseca
dels triptofans del receptor purificat en totes dues condicions seguint la mateixa

metodologia que en el cas anterior.

GPR39 conté set ftriptofans, que representen un 1.5% de la proporcid
aminoacidica total, que en aquest cas és la mateixa en totes dues condicions. Pel
que respecta a la A maxima d’emissio, aquesta és de 332 nm per GPR39 i 334 nm
per a GPR39+Zinc. En quant a I'exposicié a DTT 10 mM, curiosament aquesta no
afecta al GPR39 sol en quant a desplagament de la A corresponent a la intensitat
maxima, pero si que provoca una disminucidé d’aquesta intensitat. En canvi que si
que presenta un efecte sobre el GPR39 purificat mitjangcant purificacié assistida
per zinc. Curiosament, aquest efecte és el contrari a I'esperat, es déna un blue-
shift de 1 nm (desplagament cap a la zona ultraviolada de I'espectre), tot i que,
aixo si, acompanyat d’'una disminucio de la intensitat de fluorescencia. A més a
més, els resultats també mostren que en tots dos casos els receptors es
desnaturalitzen completament quan sén exposats a GndHCI i 'espectre emés per
la proteina passa a coincidir amb el corresponent al triptofan lliure. També es
produeix una disminuci6 de la intensitat de fluorescencia. Aquest resultat indicaria
que només el GPR39 purificat en abséncia de zinc s’obtindria en la seva forma
nativa, ja que el seu comportament s’ajusta al tedric en aquestes condicions. Pel
que fa a la forma purificada en preséncia de zinc, probablement I'excés del catid
dona lloc a un mal plegament de la proteina. Com a consequeéencia, el seu

comportament després de I'exposicié a GndHCI no s’ajusta a I'esperat.
Totes aquestes dades indiquen que, probablement, en el cas de GPR39 no és

necessari addicionar zinc quan es solubilitza la proteina, ja el té incorporat. Per

aixo, la purificacioé simple, dona com a resultat una proteina més estable i amb un
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comportament que coincideix amb I'esperat per a les condicions experimentals de
treball (figura 56).
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Figura 56. Desnaturalitzacié quimica dels receptors purificats. Efecte del DTT i el GndHCI en la longitud
d’ona d’emissi®6 maxima (Amax) dels receptors GPR39 purificats sota diferents tractaments. Les diferents
condicions d’exposicié son les seglents: proteina nativa (—), exposicié a 10 mM DTT (---) i exposicié a 10
mM DTT i 6 M GndHCI (~) durant 30 min a RT. En el cas de GPR39 purificat sol (A), el DTT practicament no
indueix desplacament de Amax, pero si que disminueix suaument la intensitat de fluorescéncia. Per al mateix
receptor, el GndHCI juntament amb el DTT indueixen un desplacament de Amax a 352 nm donant a la corba
I’espectre tipic de la corba exhibida pel triptofan en soluci6. Per a GPR39 purificat en presencia de zinc (B), el
DTT indueix un blue-shift sobre Amax i el DTT conjuntament amb el GndHCI indueixen un desplagament de
Amax a 352 nm donant a I'espectre, igual que en el cas anterior, tipic de la corba exhibida pel triptdfan en
soluci6. Tot aixo indica, per tant, que la purificacid en abséncia de zinc t& com a resultat un receptor més

resistent a la desnaturalitzaci6.

L’dltim pas en la caracteritzaci6 del GPR39 purificat, consistiria en realitzar
experiments d’activacié del mateix, per poder realitzar després experiments de
SPR.
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5. DISCUSSIO
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DISCUSSIO

L’homodimeritzacié i I'heterodimeritzaci6 han emergit com a unitats molt
importants en la regulaci6 tant de la funci6 com de la senyalitzacié dels GPCRs.
Una alteraci6é -o desequilibri- en aquestes interaccions receptor-receptor pot tenir
consequencies a nivell fisiologic i jugar un paper clau en la fisiopatogénesi de
diverses malalties. En el cas de dos dels receptors que s’han estudiat en aquesta
tesi, els receptors 5-HTia i GalR4, tal i com ja s’ha explicat en la introduccio,
I’heterodimeritzacié entre ells ha estat descrita aixi com també la possible
rellevancia d’aquesta interaccid0 especifica en el mecanisme molecular de la
depressi6 [133,134]. En aquesta tesi es va decidir aprofundir en aquesta

interaccié.

En primer lloc es va estudiar quines eren les regions aminoacidiques implicades
en la superficie d’interacci6. Mitjangant les prediccions de l'algoritme anomenat
triplet puzzles, es va determinar que les possibles regions implicades eren les
corresponents al triplet LLG tant en un receptor com en l'altre. Consequentment,
es va portar a terme la mutacid d’aquests tres aminoacids a alanina per a,
suposadament, eliminar la possibilitat d’interaccié entre tots dos receptors (es
tracta de receptors marcats amb proteines fluorescents (derivats de GFP). Els
mutants, dos diferents en el receptor de serotonina (tot i que I'algorisme només
senyalava un triplet en concret, 5-HT1a L380A, L381A | G382A, el mateix es trobava
repetit dos cops i es va decidir mutar tots dos), i un en el cas del receptor de
galanina, es van obtenir mitjancant PCR mutagénica i la sequenciacié va
confirmar la introduccidé correcta de les mutacions. Els mutants obtinguts van ser
els seglients: 5-HT1A L42A, L*3A i G4A (5-HT1a-ECFP-2), 5-HTa L380A, L381A |
G382A (5-HT1A-ECFP-1) i GalR1 F186L, C187R, W1eeR j E189Q (GalR+1-EYFP-1).

El primer estudi sobre aquests mutants, va consistir en la determinacié de la
correcta localitzacié cel-lular i el seu plegament. Mitjangant immunocitoquimica
fluorescent es va observar com els mutants corresponents al receptor 5-HT1a

s’expressaven, es plegaven correctament i eren capacos de viatjar a membrana.
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En canvi per al mutant corresponent al receptor GalRs, la localitzacidé en
membrana no era tant clara, justificant la necessitat de realitzar assajos de
senyalitzacid. Aquest resultat era I'esperat en els mutants 5-HT1a-ECFP-1 i 5-
HT1a-ECFP-2, degut a les similituds en les caracteristiques fisicoquimiques entre
els aminoacids originals i els mutats. Igualment, també era d’esperar que GalR;i-
EYFP-1 no viatgés correctament a membrana, ja que es tractava d’una
mutageénesi molt més drastica, que entre altres coses, afectava el pont disulfur
conservat, motiu pel qual era d’esperar I'expressié d’'una proteina mal plegada

incapac de viatjar a membrana (figura 27).

Tot i els resultats obtinguts en la immunocitoquimica, faltava comprovar que es
tractés de receptors actius, per a poder treballar amb ells, ja que la seva correcta
expressid no garanteix que els receptors siguin actius. A més era una técnica
necessaria per confirmar que realment el mutant en el receptor GalRi no
codificava per a un receptor viable. Els assajos de senyalitzacié a través de la via
de SRE van mostrar que tant 5-HT1a-ECFP-1 com 5-HT1a-ECFP-2 presentaven
activitat. Curiosament, mentre que l'activitat 5-HT1A-ECFP-2 era molt semblant a
I'activitat del receptor salvatge, el mutant 5-HT1a-ECFP-1 presentava una activitat
significativament superior respecte al salvatge. Aquesta diferéncia podria ser
deguda a diversos motius, com per exemple 'augment de I’afinitat del lligand (8-
OH-DPAT) pel receptor o la modificacioé de la butxaca d’unié. En el cas del mutant
GalR+-EYFP-1 no es va detectar activitat com a conseqiéncia del tractament amb
el lligand gal (1-29) (figura 28). Aix0 ja era d’esperar, degut a que es tractava
d’una mutacié en quatre aminoacids, que a més diferien significativament en quan
a caracteristiques fisicoquimiques respecte als originals. Igualment es va seguir
endavant amb els experiments en aquest mutant, ja que podria constituir un bon

control negatiu.

La capacitat d’heterodimeritzacié es va mesurar mitjancant espectroscopia FRET,
ja que aquesta havia estat la metodologia utilitzada per determinar la interaccié
entre tots dos receptors salvatges [80]. Contrariament a I'esperat, les corbes de
saturaci6 per FRET en els parells 5-HT1a-ECFP-1+GalR{-EYFP i 5-HT1a-

156



ECFP-2+GalR+-EYFP, mostraven una forma hiperbolica caracteristica d’una
interaccid especifica, igual que en el cas de la parella de receptors salvatges
(figura 29). Perd no tant sols aix0, sin6 que el valor de FRET maxim assolit en els
tres casos era practicament el mateix. En canvi els receptors mutants tenien un
valor de FRETso que corresponien a la meitat de I'obtingut amb la parella de
receptors salvatges (taula 11). Aixo significava no només que els receptors eren
capacos d’heterodimeritzar després de la mutacio, sind que a més eren capagos
de fer-ho de manera més eficient (es necessitava menys quantitat de proteina
amb funci6é acceptora per assolir el mateix grau de transferéncia energética). Per
tant, d’alguna manera, les mutacions introduides tenen una certa implicacioé en la
interacci6 entre els receptors. Es podria pensar, fins i tot, que realment es tracta
d’'uns triplets implicats en al superficie d’interaccid, perd que al substituir-se
basicament leucines per alanines, tot aminoacids apolars, I'efecte obtingut és el
contrari a I'esperat, i en consequéncia, per veure una disrupcio de la interaccio la
substituci6 s’hauria de portar a terme per aminoacids amb caracteristiques
fisicoquimiques diferents. Respecte a la parella 5-HT1a-ECFP+GalR+-EYFP-1 la
forma de la corba obtinguda es correspon amb una relaci6é lineal entre la ratio
acceptor/donador i el n-FRET, la qual cosa significa que no es tracta d’una
interaccidé especifica. Aquest comportament ja era d’esperar, degut al tipus de
mutacions introduides, tal i com s’ha explicat anteriorment, perd de totes maneres

es va fer servir com a control negatiu.

La comprovacié dels resultats mitjangant 'obtencidé de I'espectre sencer per a les
corbes de FRET va mostrar que, efectivament, a la mateixa ratio acceptor/
donador (1:1) la transferéncia energética aconseguida era més alta en el cas dels
mutants 5-HT1a-ECFP-1 i 5-HT1a-ECFP-2 que en el cas del receptor salvatge. En
canvi, en el cas del mutant GalR+-EYFP-1 a aquesta mateixa ratio no es donava
cap mena de transferéncia (figura 30). Aquests resultats sén totalment coherents
amb els anteriors, confirmant que les mutacions del triplet LLG a AAA produeixen
un augment de leficiencia d’interaccié. Per aquest motiu, no es va realizar el

mutant a Ala inicilament projectat per GalR1 ja que es preveia que, en ser una
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mutacié conservativa, tampoc seria capa¢ de trencar la interaccié (igual que en

els casos estudiats).

En segon lloc, seguint amb la caracteritzacié a fons d’aquest heteromer, es va
plantejar, en base a tota la informaci6 descrita en la introduccio, la hipotesi de que
substancies com el peptid de galanina, i el zinc, podrien afectar
I’heterodimeritzacioé entre aquests dos receptors. Pel que respecta a la galanina,
els resultats de FRET mostraven clarament que I'exposicid a la mateixa no

donava lloc en cap cas a un trencament en la interaccid.

La determinacié de I'efecte del zinc sobre I'heteromer es va dur a terme utilitzant
la técnica del FRET. En concret es va analitzar I'efecte sobre el FRET de la
exposicid a diferents concentracions de zinc. Es va observar una disminuci6 clara
en la transferencia energetica, en cultius de cel-lules HEK293T expressant els
receptors, com a consequencia de la presencia de zinc en el medi (figura 32).
Aquest resultat constituia una prova més de la possible implicacié de I'heteromer
5-HT1a-GalR+ en la malatia depressiva, perd calia caracteritzar la interacci6 amb
més detall. Per tal d’obtenir informacion cinetica detallada en temps real, que anés
més enlla dels resultats obtinguts per FRET, es va decidir analitzar I'efecte del
zinc en I'heteromer mitjancant la técnica del SPR. Tal i com ja s’ha dit, la técnica
requeria, per tal de dur-se a terme en condicions Optimes, l'obtencidé dels
receptors purificats. Per aquest motiu, els receptors es van purificar mitjancant I'us
d’'una estratégia experimental que ja s’havia aplicat amb éxit a altres GPCRs
[104].

L’estrategia de purificaci6 consistia en afegir I'etiqueta Rho-1D4 (I’epitop
corresponent als 9 ultims aminoacids de la rodopsina) en la cua C-terminal del
receptor, aixi com utilitzar el Tritd X-100 com a agent solubilitzant durant el procés
de purificacid. Les primeres proves experimentals es van dur a terme
exclusivament amb el GalR1. Pel que respecta a I'eleccio del detergent adequat a
utilitzar en I'elucié de la proteina (depenent de les caracteristiques especifiques

del receptor a purificar) se’n van provar tres de diferents: DM, CHAPS i OGP. En
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els tres casos es va obtenir proteina activa, pero I'eluci6 amb DM és la que va
tenir un rendiment més

alt. Per aquest motiu es va escollir el DM com a detergent d’elucié i també, a més
a més, perque és el que s'utilitza en el protocol estandard de purificacié de

rodopsina [135].

Els primers experiments de caracteritzacié de la proteina purificada (Western blot
natiu i desnaturalitzant), en les condicions anteriors, van demostrar que la
proteina s’hauria purificat de forma agregada. En condicions desnaturalitzants
s'observava la presencia del receptor, perd només en formes oligomeériques. En el
gel natiu la proteina no era capag de correr indicant la presencia de la proteina en
forma d’agregats d’alta massa molecular. El patré de migracié obtingut en els dos
casos i per a les tres mostres era exactament el mateix, la qual cosa suggeria que
’agregacié observada era independent del tipus de detergent utilitzat en I'elucio.
A tots aquests inconvenients de la técnica s’hi unia que la imatge obtinguda del

Western blot desnaturalitzant no permetia ser concluent en la seva interpretacio.

Per tal de solucionar aquests problemes es van dur a terme dues modificacions
en el protocol inicial: en primer lloc es va utilitzar la linia cel-lular HEK293S GnTi-,
una linia cel-lular especifica per a I'expressio de receptors recombinants. Es tracta
d’una linia cel-lular que no permet la glicosilacié de les proteines i aixo en facilita
la posterior analisi mitjancant tecniques electroforetiques. En segon lloc es va
purificar el receptor en preséncia del seu lligand, una tecnica que també es coneix
com a purificacié assistida per lligand, i que s’havia aplicat amb éxit a d’altres
GPCRs [136,137]. Aquesta nova metodologia va permetre expressar i purificar la
proteina de forma eficient, sense modificar, en principi, ni I'expressié de la

proteina ni la seva localitzacio cel-lular.

Mitjancant la purificaci6 assistida per lligand es va aconseguir purificar els
receptors de forma no agregada, segons els resultats d'espectroscopia UV i el
patr6 electroforétic. El gel natiu indicava que tots dos receptors s’havien purificat

en la seva forma monomeérica. L’analisi dels resultats del Western blot (a partir
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d’'un gel SDS-PAGE) van mostrar el que semblaria una banda dimeérica en el cas
de GalR1, que no s'observava en el gel natiu. Tot i que aquest resultat podria
resultar contradictori, cal tenir en compte que en el cas dels GPCRs I'SDS pot
induir oligomeritzacié artefactual [138]. El patrons electroforétics, pero, no
asseguraven que la proteina estigués correctament plegada. El correcte
plegament es va verificar mitjancant dues metodologies complementaries: la

fluorescéncia intrinseca de triptofan i la localitzacié immunocitoquimica.

La fluorescéncia intrinseca de triptdofan ja havia estat utilitzada amb aquesta
finalitat anteriorment [119]. Els nostres resultats van mostrar que després del
tractament amb DTT la banda d’intensitat maxima de fluorescéncia va
experimentar un canvi, degut a la modificacié en 'ambient en qué es troben els
triptofans del receptor, compatible amb una pérdua parcial d’estructura (figura 39).
A més a més, després de I'exposicid a GndHCI I'espectre del receptor va adquirir
la forma corresponent al triptofan lliure, indicant que la proteina havia estat
completament desnaturalitzada. Pel que fa al patré6 de desnaturalitzacio, es va
detectar diferéncies entre el corresponent a 5-HT1a i el corresponent a GalRy,
consistents en que el canvi estructural observat com a consequeéncia de 'addicio
de DTT es donava a concentracions més altes en el cas de 5-HT1a, la qual cosa
podria interpretar-se com una resistencia més alta a la desnaturalitzacié parcial
per part d’aquest receptor respecte a GalRi. A més a més, l'analisi
immunocitoquimica va mostrar que tots dos receptors s’expressaven a nivell de
membrana plasmatica (i no quedaven retinguts en reticle endoplasmatic) (figura
36), reforcant la idea de que els receptors s’havien purificat correctament plegats

en les nostres condicions de treball.

La prova final de I'estat natiu dels receptors purificats es va obtenir a partir de la
determinacié de la seva capacitat d’activacio de les corresponents proteines G.
En tots dos casos es va detectar activacio de la proteina G, especifica per a cada
receptor, per mitja d’'un assaig de fluorescéncia després de I'addicié de GTPyS
(figura 40). Aix0 provava que els receptors s’havien purificat en un estat funcional.

Tot i aix0 s’observaven diferencies subtils en els patrons d’activacié de cada
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receptor que podrien ser degudes a petites diferencies en les cinétiques
d’activacio. Aquestes dades, juntament amb les proporcionades per la
fluorescéncia intrinseca de triptofan, suggereixen que els receptors purificats
presenten petites diferéncies en quant a les seves conformacions funcionals en
I'estat purificat, diferéncies probablement degudes a caracteristiques estructurals
especifiques. Perd aixd no suposava cap inconvenient per a les subsequents
analisis mitjangcant SPR, ja que, els resultats de caracteritzacidé de les proteines
purificades, en conjunt, suggerien que en tots dos casos les proteines s’havien
purificat correctament plegades i actives. Cal destacar també, que almenys per als
receptors estudiats, la presencia de lligand augmenta I'estabilitat de la proteina en

estat soluble.

La investigacio a fons el procés d’heterodimeritzacié entre tots dos receptors a
temps real es va dur a terme, com ja s’ha dit, per mitja d’espectroscopia de SPR,
que ha emergit com una técnica molt apropiada per investigar les interaccions
proteina-proteina [139] i mitjancant la qual s’ha caracteritzat amb exit el procés
d’activacio de la rodopsina [140]. Es tracta, a més a més, d’'una técnica que
presenta molts avantatges com l'alta sensibilitat i fiabilitat, perd que no s’ha aplicat
gaire en el cas dels GPCRs [141]. En el nostre cas es tracta del primer cop que
s’utilitza aquesta técnica en experiments on hi ha implicats els receptors 5-HT1a i
GalR;. Els sensorgrames obtinguts en els experiments mostraven clarament que
els dos receptors eren capagos d’heterodimeritzar en la seva forma purificada i
que es tractava d’una interaccié estable dintre de les condicions experimentals
utilitzades (figura 41). A partir de les dades proporcionades per les corbes es va
calcular un valor per a la constant d’associacié (Ka) corresponent a 1.09x104
M-1.s-1. Tenint en compte el valor més alt per a la constant d’associacio i el més
baix per a la constant de dissociacio (vegeu 4.2.2.2.3), els resultats van permetre
concloure una constant d’afinitat (KD) entre 0.9 i 7 nM, indicant la formacié d’'un
complex estable. Remarcar que les constants anteriorment esmentades, per a
aquest procés, es mouen en un rang de magnitud similar als valors obtinguts en
els experiments d’interaccié rodopsina-transducina, que es van realitzar també
mitjancant SPR [140].
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Tenint en compte els resultats previs obtingtus mitjangcant FRET, I'objectiu més
importants en aquest estudi de SPR era verificar I'efecte del zinc en el procés
d’heterodimeritzacio dels receptors 5-HT1a i GalR1. El zinc és un metall que esta
involucrat en una gran varietat de processos fisiologics i que es troba en tots els
diferents teixits del cos huma, incloent-hi l'ull i el cervell, entre d’altres [142]. A
més, tal i com ja s’ha descrit, la deficiencia de zinc pot donar lloc a certes
patologies com ara la depressio [143,144]. Estudis previs del nostre grup van
mostrar un clar efecte d’aquest metall sobre I'estructura i I'estabilitat de la
rodopsina [145], no sent aquest un cas especial, ja que es poden trobar altres
exemples on el zinc té€ una acci6 directa sobre altres GPCRs [146,147] aixi com
també sobre els mateixos 5-HT1a i GPR39 (vegeu 1.2.3.4.1). En aquest sentit els
resultats van mostrar que el catié era capac¢ de trencar I'’heteromer format per 5-
HT1a i GalRs. Quan es va exposar el receptor 5-HT1a a ZnClz i es va injectar a un
sensorxip amb GalR+ immobilitzat, la resposta obtinguda va mostrar només nivells
petits d’interaccio entre els receptors (comparat amb la resposta obtinguda amb el
5-HT1a no tractat amb zinc), interaccié que a més a més, s’eliminava mitjancant el
rentat del xip amb el tampd de correguda (comparar figura 41 amb figura 42).
Aquesta disminucié del grau d’interaccid i la seva disrupcié mitjancant el rentat
amb tampd indicaria que es tracta d'una unid transitoria a diferencia de

I'observada en absencia de zinc que seria especifica i estable.

Els resultats obtinguts mitjancant espectroscopia de SPR son coherents amb els
obtinguts mitjancant FRET. D’acord amb els resultats de SPR, obtinguts a través
de receptors purificats, el zinc evitaria la interacci6é entre tots dos receptors. Pero,
els resultats obtinguts in vivo (mesures de FRET) no permeten descartar (d’acord
amb els espectres) que hi hagi encara una certa preséncia d’heteromer a una
concentraci6 de 50 uM de ZnCl.. Aix0 ens ho suggereix la preséencia d’una
segona banda d’emissi6 de ECFP, que podria emmascarar senyals de EYFP
d’intensitat petita. Aquesta diferéncia entre els resultats de FRET i SPR podria
explicar-se degut a les diferencies experimentals de les mostres en els dos tipus

d’experiments, d’'una part una cel-lula viva i de l'altra un medi molt més controlat,

162



les proteines purificades. L’increment de la concentracié de ZnClz practicament no
alterava el senyal de FRET, suggerint I'existéncia de mecanismes de
compensacié per a aquest increment en la célllula viva. Alternativament, es
possible que en les ceél-lules una concentraci6 50 uM de ZnCl> també produeixi
una disrupcié completa de I'heterdomer, la qual cosa indicaria que els resultats
obtinguts mitjancant SPR mostren les caracteristiques intrinseques dels receptors,

ja que per a aquest experiment tots dos es troben purificats.

Els resultats anteriors suggereixen, per tant, que la presencia del zinc evita
I’heterodimeritzacié entre els receptors 5-HTia i GalRs. Pel que respecta al
mecanisme pel qual els ions zinc eviten aquesta interaccid, una possible
explicacié seria que el zinc actua com un inhibidor de la interaccid proteina-
proteina, mitjancant la seva uni6 a una regidé localitzada en la superficie
d’interaccio entre els receptors. Tot i el fet de que la superficie d’interaccié entre 5-
HT1a i GalR¢ encara no ha estat descrita, existeixen evidencies experimentals en
relacio a la participacid de les hélix TM4 i 5 en la superficie d’interaccido de
’lhomodimer de 5-HT1a [26]. Curiosament, aquest resultat ja havia estat predit
utilitzant la combinacié dels alineaments multiples de sequéncia conjuntament
amb el hidden-site class evolution model [148]. D’altra banda, l'analisi de
I'estructura cristal-lina d’aquells GPCRs per als quals se’n disposa, revelava que
els dimers es formen a través de la interacci6é entre dues superficies: TM1-TM2-
H8 i TM5 i alguns cops TM4, TM6, i també ICL2 [149,150]. Els models moleculars
realitzats en el marc d’aquesta tesi (realitzats pel Prof. Juan Jesus Pérez i Cecylia
Severin) van identificar quatre possibles llocs d’unié a zinc en el receptor 5-HT1a.
Aquests llocs es localitzen en les interficies entre TM4 i TM5 i TM6 i TM7, aixi com
també en I’'hélix TM1 (figura 43). A més a més, també existeix un lloc d’'unid
putatiu en ICL2 que també estaria involucrat en la superficie d’interacci6. Cal
recordar que els triplets LLG en aquest receptor estan situats en TM1 i TM7,
donant més arguments a extendre la mutagénesi a aquest regi6é en el futur. En
consequencia, tots aquests resultats suggereixen que el zinc actua com un
inhibidor de les interaccions proteina-proteina, inhibint I’heterodimeritzacidé entre

5-HT1a-GalR+. En qualsevol cas, s’hauria de dur a terme estudis experimentals
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com la mutagénesi d’aminoacids especifics, per tal de descriure amb detall la

interaccio Zn-5-HT1a-GalRj.

El conjunt de resultats obtinguts ens han permés descriure I'efecte que té el zinc
sobre la formacio de I'heterodimer 5-HT1a-GalR1. Aquests resultats poden tenir
importants implicacions amb I'efecte antidepressiu que s’ha descrit ampliament
per al zinc. Al mateix temps, els resultats validen la hipotesi de treball d’aquesta
tesi, consistent en que el zinc pot ser un metall important en la regulacié del
balan¢ entre les formes monomeériques i heteromeriques entre 5-HT1a-GalR1, de
manera que el zinc pot jugar un paper molt important en el desenvolupament de la
depressié clinica. Els resultats suggereixen que el zinc és un modulador de
I’heterodimeritzacié especifica entre 5-HT1a i GalR1 i que la seva homeostasi pot
jugar un paper critic en aquesta interacci6. Aixi, en un determinat entorn cel-lular
amb concentracions apropiades de zinc, els receptors estarien presents
majoritariament en forma monomeérica, amb només una petita proporcid
d’heteromers, i aixd es correspondria amb un fenotip sa. La proporciod
d’heteromers possiblement augmentaria, com a consequéncia de la disminucio

dels nivells de zinc, donant lloc a un fenotip depressiu (figura 44).

Aixi doncs, els resultats reforcen la teoria de la implicacid de I'heteromer 5-HT1a-
GalR1 en la depressioé clinica i proporcionen una explicacié racional per als
efectes clinics observat pel zinc en el tractament de la malaltia. A més a més, un
altre aspecte interessant del treball ha estat que el fet de tenir els receptors en el
seu estat purificat proporciona noves oportunitats des del punt de vista estructural,
ja que permet I'aplicacié de tecniques estructurals d’elevada resolucié com ara la

cristal-lografia de raigs X.

El tercer bloc de resultats tenen a veure amb el receptor GPR39. Tal i com s’ha
descrit en la Introduccio, la implicacié del GPR39 en la depressid clinica ha estat
descrita préviament [91,151]. Malgrat aixo, tot i el paral-lelisme que existeix entre

les dues associacions (5-HT1a-GalR1-zinc-depressié i GPR39-zinc-depressid), no
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existia fins al moment cap evidéncia experimental que permetés caracteritzar la

possible connexid existent entre les mateixes.

Els experiments d’immunocitoquimica realitzats en aquesta tesi varen
proporcionar la primera indicacidé de la possible interaccidé entre 5-HT1a i GPR39,
ja que es va observar colocalitzaci6 de tots dos receptors a la membrana
plasmatica. Aquesta interacci6 va quedar demostrada amb els experiments
posteriors de FRET. Els resultats indiquen que 5-HT1a és capac¢ d’interaccionar
tant amb GalRi com amb GPR39 de manera independent i per tant estariem
davant d'una interacci®6 entre un GPCR orfe i un “no orfe”, un fenomen
ampliament descrit en el camp dels GPCRs [6,48] (vegeu 1.1.4), i que com en els

casos d’exemple aquest [6,48] tindria unes implicacions funcionals.

Els resultats anteriors plantejaven la seguent questié: és factible la formacié d’un
heterocomplex entre GPR39, 5-HT:a i GalRy. La formacié d’heterocomplexos
entre tres GPCRs diferents ja ha estat descrita [39,55], per aquest motiu es va
dissenyar un protocol experimental que incloia la co-immunopurificacio, per tal de
validar la hipotesi de la formacié de I'heterocomplex. Els immunoblots resultants
de les co-immunopurificacions ens van permetre obtenir una banda que
correspondria a la formacié de I'’heterocomplex 5-HT1a-GPR39, i de l'altra van
aportar la primera evidéncia de la formacié de I'heterotrimer GalR1-5-HT1a-
GPRS39. Tot i que els resultats dels immunoblots sén clars, la banda corresponent
a GalR1 en el carril on s’havia carregat el trimer era forca menys intensa que la
obtinguda per als altres dos receptors presents en el trimer. Ates que la
transfeccio s’havia donat a concentracions equivalents de DNA, aquest resultat es
podria interpretar com una predominancia de [I'heterodimer 5-HT1a-GPR39
respecte I’heterotrimer GalR1-5-HT1a-GPR39. Una explicaci6 alternativa podria ser
que aquest predomini de [I'heterodimer era degut a les condicions de
processament de la mostra purificada. Per tal d’aclarir aquest aspecte, es van fer
mesures de FRET entre els receptors 5-HT1a-ECFP i GalR+-EYFP en preséncia
de GPR39 no marcat i sempre en quantitats equimolars. Sorprenentment la

presencia de GPR39 no modificava el patr6 de FRET entre els receptors GalRy1 i
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5-HT1a, confirmant l'existéncia de [I'heterotrimer. Si el dimer 5-HT1a-GPR39
hagués prevalgut sobre el trimer, no s’hagués hagut d’observar senyal de FRET,

cosa que no va passar.

El paradigma acceptat actualment en quant a I’heterooligomeritzacié entre GPCRs
€s que es tracta d’'una estratégia per a multiplicar exponencialment la seva
capacitat de senyalitzacio, a partir d’'un nombre constant de receptors [151]. Aix0
feia que, en el cas dels nostres receptors, sigués interessant monitoritzar com
modifica la seva capacitat de senyalitzacié els diferents arranjaments entre
aquests heteromers, per veure si realment el comportament dels receptors

d’estudi s’ajusta al paradigma esmentat.

Efectivament es van obtenir diferents patrons de senyalitzacié tant per a
’heterodimer com per a I'heterotrimer, que al seu torn diferien amb els de
cadascun dels mondomers de forma independent i el de I'heterodimer 5-HT1a-
GalR1 [80]. Breument, els heterooligomers senyalitzarien tal i com es descriu:
’heteromer 5-HT1a-GalRs mostraria un comportament trans-inhibitori (quan tots
dos receptors estan activats per lligand, I'activitat és la mateixa que la que s’obté
quan només un dells és activat, ja sigui 5-HT1a 0 GalR+ [80]. En el cas de
I’lheterocomplex GalR1-5-HT1A-GPR39, GalR; actuaria com un antagonista
bloquejant al-lostéricament la via SRE en els altres dos receptors,
independentment del seu estat d’activacié. Finalment, I'heterodimer 5-HTia-
GPR39 mostraria una senyalitzacié additiva (quan tots dos receptors sén activats,
el senyal és superior a I'obtingut quan només un dels dos receptors és actiu).
Aquest fenomen de senyalitzacié additiva és confirmat tant per la via del SRE com
del NFk[, cosa que difereix respecte a I'activitat monomerica, ja que el 5-HT1a per
si sol és incapag de senyalitzar a través de NFk. Aquest canvi en la capacitat de
senyalitzacid del receptor 5-HT1a en la forma complexada respecte a la forma
monomerica, pot tenir dues explicacions diferents: la forma activa de 5-HT1a actua
com un modulador al-losteric positiu de GPR39, o bé 5-HT1a adquireix la capacitat
de senyalitzacié per la via del NFKB. En aquest segon cas, existirien diverses

explicacions possibles, perd la més coherent seria que el receptor s’acoblés a una
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proteina G diferent (Gq). Tot i aixd0 s’hauria de realitzar nous experiments per

aclarir aquest comportament.

El comportament diferent observat, en quant a la seva capacitat de senyalitzacio,
en cadascun dels heterocomplexos, fa pensar que possiblement els tres estats
d’oligomeritzacié es poden donar de manera natural en el cervell huma, i la
predominancia de I'un o de l'altre depén de les condicions cel-lulars especifiques
de cada moment. De fet, els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren que el
zinc trenca la interacci6 entre 5-HT1a | GalR1. A més a més, s’ha descrit -per mitja

d’experiments in vivo- que la deficiencia de zinc disminueix considerablement
I'expressio de GPR39 [152], donant lloc a un comportament depressiu en models

murins.

Tenint en compte tots els resultats obtinguts en aquesta tesi es podria proposar
que la concentraci6 de zinc existent en la célllula en unes condicions
determinades regularia l'estat d’oligomeritzacié dels tres receptors objecte
d’estudi, i que aixd, al mateix temps, regularia les funcions fisioldgiques
associades amb la depressid clinica. Aixi en presencia d’altes concentracions de
zinc s’evitaria la formaci6 de I'heteromer 5-HTia-GalRi i al mateix temps,
s’afavoriria l'interaccié6 de 5-HTia amb GPR39, I'expressié del qual es veuria
incrementada per I'efecte agonistic del zinc. En canvi, a concentracions baixes de
zinc, s’afavoriria la preséncia de I'heteromer 5-HTia-GalR1 com a forma
predominant, ja que la concentracié de zinc no seria suficient per a evitar-la, al
mateix temps que hi haurien uns nivells baixos d’expressié de GPR39. El complex
heterotriméric, seria una forma intermédia entre les dues anteriors, que

evolucionaria cap una o I'altra en funcié de la concentracio de zinc (figura 57).

Per tal d’aclarir el mecanisme precis de regulacié que el zinc exerceix en els
diferents estats d’oligomeritzacié entre els receptors (5-HT1a-GPR39, 5-HT1a-
GalR:1 and GalR+-5-HT1a-GPR39), seria necessaria la realitzaci6 de nous
experiments. L’aplicacio del SPR sobre [I'heterotrimer utilitzant diferents

concentracions d’exposicid a zinc, semblaria una bona aproximacio inicial, motiu
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pel qual seria necessari obtenir el GPR39 de forma pura i activa. També seria
interessant realitzar experiments en mostres de teixit huma per mitja de

metodologies apropiades com ara el proximity ligation assay.

En aquesta tesi, va inciar-se el procés de purificaci6 de GPR39, com a ultim pas
de la mateixa. Igual que en el cas de 5-HT1a-GalR1, es va purificar el receptor en
estat monomeric i correctament plegat, tal i com indiquen els resultats de la
immunocitoquimica, el Western blot, el gel natiu i la fluoresceéncia intrinseca de
triptofan, quedant pendent de comprovar la seva funcionalitat mitjangant activacié
de proteina G. EI GPR39 presentava la particularitat de que el seu lligand es
troba, de manera natural i en concentracions rellevants, en el medi de cultiu
utilitzat. Aixo feia que hi hagués la possibilitat de que la purificacié ja fos assistia
per lligand sense la necessitat d’addicionar-lo. Per aquest motiu, es va realitzar la
purificacié en les dues condicions, afegint zinc al medi de solubilitzaci6 i sense
afegir-lo. Els resultats mostren que, ja d’'un primer moment, el rendiment de la
purificacidé era superior quan no s’addicionava zinc, i que en tots dos casos es va
obtenir proteina en estat monomeric (d’acord amb el gel natiu). Pero els assajos
d’estabilitat mostren que en abséncia de zinc la purificacid6 donava lloc a un
receptor més estable, ja que practicament no es va veure afectat per la preséncia
de l'agent reductor. El receptor purificat en presencia de zinc, en canvi,
presentava una resposta anomala al tractament amb GndHCI (blue shift quan la
teoria indica que s’hauria de donar un red shiff), indicant probablement, que el seu

plegament no era correcte.

La determinaci6 detallada dels mecanismes moleculars en els qué estan implicats
els receptors estudiats en aquesta tesi, i la seva relacié amb el zinc, hauria sense
dubte de proporcionar informacié de gran utilitat a I'hora de desenvolupar farmacs
més especifics, com per exemple lligands divalents, de manera que es podrien

obrir noves expectatives terapéutiques per al tractament de la depressio clinica.
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Figura 57. Mecanisme de regulacio, per part del zinc, de l'estat d'oligomeritzacié dels receptors GalR;-5-
HT14a-GPR39. Concentracions elevades de zinc eviten la formacié de I'heteromer 5-HT1a-GalR1 i afavoreixen
I'heteromer 5-HT1a-GPR39. En canvi, a concentracions baixes de zinc, s’afavoreix la preséncia de I'hneteromer
5-HTa-GalR4. El complex heterotrimeric, seria una forma intermédia entre les dues anteriors, la preséncia de

la qual es donaria en uns rangs de concentraci6 de zinc especifics.
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6. CONCLUSIONS
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CONCLUSIONS

Les conclusions a les que s’ha arribat en aquesta tesi son les seglents:

S& La substitucié dels aminoacids presents en els triplets LLG del receptor 5-
HT1a per alanines augmenta la seva afinitat pel receptor GalR .Per tant tot i
que es pot descartar que aquest tipus de mutacions trenquin o evitin la
interaccid entre els receptors, no es pot descartar la seva participacié en la

superficie d’interaccié entre 5-HT1a i GalRj.

g¢ La preséncia de galanina no altera I'heterodimeritzacié 5-HT1a-GalR+ en
termes generals. Els valors de n-FRET obtinguts després de I'exposicié de
I’heterodimer 5-HT1a-GalR1 al peptid i les seves variants presenten petites
variacions respecte al no exposat, en alguns casos en positiu i en altres en

negatiu, perdo sempre es dona interaccio.

g¢ La purificaci6 assistida per lligand conjuntament amb el marcatge amb
etiqueta Rho-1D4, I'is de Tritd X-100 en la solubilitzacié i DM en I'elucio
permeten la purificacié de 5-HT1a i GalR+ en estat correctament plegat i actiu.
Aixi ho confirmen els diferents resultats obtinguts a través de les metodologies
de caracteritzacio de les proteines pures utilitzades: espectroscopia UV-Visible,
blue-native PAGE, Western blot i espectroscopia de fluorescéncia

(fluorescéncia intrinseca de triptdfan i assajos d’activacié de proteina G).

¢ La metodologia del SPR és adequada per a l'estudi de [I'hetero-
-oligomeritzaci6 entre GPCRs, permetent detectar la interacci6 entre les formes
purificades de 5-HTia i GalR1 i calcular els parametres cinétics per tal de
caracteritzar-la. A més I'experiment es realitza en un entorn perfectament
definit que permet la comparativa dels resultats amb els obtinguts per mitja de

tecniques realitzades en cultius cel-lulars.
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S% La preséncia d’'una concentracié de zinc igual o superior a 50 uM evita
I’heterodimeritzacié 5-HT1a-GalRs, tal i com demostren els experiments de
FRET i SPR. L'obtenci6 del mateix resultat a través de I'Us de dues

metodologies significativament diferents, confereix fiabilitat al resultat.

$% El zinc evitaria la interaccié entre 5-HT1a i GalR1 com a consequéncia de la
seva unid6 a 5-HTia a través de les mateixes regions implicades en la
heterodimeritzacié dels receptors, tal i com indiquen els models moleculars
realitzats del 5-HT1a prenent com a motlle Pestructura cristal-lina de 5-HTg.
Perd0 es necessitaran noves aproximacions experimentals per tal de

comprovar-ho.

& El receptor GPR39 és capa¢ de formar heterodimers amb 5-HTia i
heterotrimers amb 5-HT1a i GalR+ tal i com demostren els resultats de FRET i

les co-immunopurificacions respectives.

Sk Els diferents estats oligomerics corresponents als tres receptors presenten
mecanismes de senyalitzacié diferents entre ells i amb els pertanyents a les
formes monomeériques. Aix0 fa pensar que tots tres serien necessaris i es
troben en l'organisme. Breument I'heteromer 5-HTia-GalR: presenta trans-
inhibicid, I’heteromer 5-HT1a-GPR39 presenta senyalitzacié additiva i
I’heterotrimer GPR39-5-HT1a-GalR1 només és capac de senyalitzar per mitja de
GalR.

S% La regulacié de l'estat d’oligomeritzacidé entre tots tres receptors vindria
donada per la concentraci6 de zinc present en el medi. Aixi doncs a
concentracions elevades de zinc la forma predominant seria GPR39-5-HT1a i el
fenotip normal, mentre que a concentracions baixes ho seria 5-HT1a-GalR1 i el
fenotip depressiu. EI complex GPR39-5-HT1a-GalR+ constituiria un estat
intermedi entre totes dos formes. Caldria dur a terme noves aproximacions
experimentals per aprofundir en el coneixement del sistema i validar la

hipotesis.
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% La purificacio assistida per lligand no constitueix un bon metode de
purificaci6 per a GPR39, almenys si com a lligand s’utilitza el zinc. La
purificacié seguint el protocol utilitzat per a 5-HT1ai GalR1, perd en abséncia de

lligand, permet purificar el GPR39 correctament plegat.
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linies la meva “Macaien” que ha estat sempre tant al meu costat com al dels meus
pares, igual com la resta de membres de la familia Tomas-Altadill. Un peté molt

gran també per a avis, tiets, padrins fillols i nevots.

La meva vida va canviar quan un 22 d’Octubre va néeixer el meu primer fill, el
Samuel. El principi va ser molt dur, combinar la tesi amb la maternitat no va ser
una tasca facil, perd sempre vaig comptar amb el suport incondicional dels meus
pares, que m’han facilitat les coses tant com han pogut, han estat sempre amb mi,
i m’han perdonat els errors que he comés. Al seu esfor¢ dec I'haver pogut estudiar

i haver arribat on estic avui dia.

Durant aquesta tesi he tingut I'oportunitat de formar la meva propia familia, els
BRU-TENA, juntament amb els meus Samuels. A Samuel pare la meva gratitud
infinita per ser la meva for¢a quan jo era debil, la meva veu quan no podia parlar, i
els meus ulls quan no hi podia veure. La tesi ha estat un projecte compartit entre
tots dos, i tot i que hi ha hagut moments de tota mena, al final hem sortit
endavant, tots dos hem escrit una tesi i tenim un fill precidos. A samuel petit, en fi,
no hi ha paraules per descriure el que ens has aportat. Quan siguis gran i llegeixis
aquestes paraules, que sapigues que vas arribar per sorpresa, perd ha valgut

moltissim la pena.
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