
Programa de doctorat en Tecnologia Agroalimentària i Biotecnologia

Tesi presentada per obtenir el títol de Doctora per la Universitat 
Politècnica de Catalunya


 Autora: Mercè Tena Campos, departament d’Enginyeria Química, 


 GBMI, edifici Gaia, campus Terrassa.


 Director de tesi: Pere Garriga Solé, departament d’Enginyeria 


 Química, edifici Gaia, GBMI, campus Terrassa

Terrassa, Abril de 2015

DIFERENTS ESTATS D’OLIGOMERITZACIÓ 
ENTRE ELS RECEPTORS 5-HT1A, GALR1 I 

GPR39 COM A NOVES DIANES 
TERAPÈUTIQUES EN DEPRESSIÓ 

UNIVERSITAT POLITÈCNICA DE CATALUNYA





 
 
 
Acta de qualificació de tesi doctoral Curs acadèmic: 2014/2015 

Nom i cognoms    
MERCÈ TENA CAMPOS 

Programa de doctorat 
TECNOLOGIA AGROALIMENTÀRIA I BIOTECNOLOGIA 

 

Unitat estructural responsable del programa 
ENGINYERIA QUÍMICA 

 

 
 
Resolució del Tribunal 
 
Reunit el Tribunal designat a l'efecte, el doctorand / la doctoranda exposa el tema de la seva tesi doctoral titulada 

DIFERENTS ESTATS D’OLIGOMERITZACIÓ ENTRE ELS RECEPTORS 5-HT1A, GALR1 I GPR39 

COM A NOVES DIANES TERAPÈUTIQUES EN DEPRESSIÓ  

 

Acabada la lectura i després de donar resposta a les qüestions formulades pels membres titulars del tribunal, 

aquest atorga la qualificació: 

 NO APTE      APROVAT  NOTABLE  EXCEL·LENT 

 

(Nom, cognoms i signatura) 
 
 
 
 
President/a 

(Nom, cognoms i signatura) 
 
 
 
 
Secretari/ària 

(Nom, cognoms i signatura) 
 
 
 
 
Vocal 

(Nom, cognoms i signatura) 
 
 
 
 
Vocal 

(Nom, cognoms i signatura) 
 
 
 
 
Vocal 

 
 
______________________, _______ d'/de __________________ de _______________ 
 
 

 

El resultat de l’escrutini dels vots emesos pels membres titulars del tribunal, efectuat per l’Escola de Doctorat, a 

instància de la Comissió de Doctorat de la UPC, atorga la MENCIÓ CUM LAUDE: 

 SÍ  NO 

 

(Nom, cognoms i signatura) 
 
 
 
 
 
President de la Comissió Permanent de l’Escola de Doctorat 

(Nom, cognoms i signatura) 
 
 
 
 
 
Secretari de la Comissió Permanent de l’Escola de Doctorat 

 

Barcelona, _______ d'/de ____________________ de _________ 
 





“To be nobody but yourself in a world which is doing its best, night and day, to 
make you like everybody else means to fight the hardest battle which any 

human being can fight; and never stop fighting.” E.E. Cummings

A tu, el meu petit





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 superfamília dels receptors acoblats a 
proteïna G. Tots tres receptors comparteixen, entre dʼaltres característiques, una 
relació amb la fisiopatologia de la depressió unipolar associada amb la presència 
de zinc. El paradigma actual, respecte a la unitat funcional dʼaquests receptors, és 
que no actuen en forma monomèrica sinó mitjançant complexos que involucren 
interaccions específiques amb ells mateixos o amb altres receptors de la mateixa 
família. Això els hi permet augmentar les seves possibilitats funcionals 
exponencialment, permetent una gran versatilitat a partir dʼun nombre fix de 
receptors, i en conseqüència també augmenta el nombre de possibilitats 
dʼabordatge farmacològic.

Lʼheterodimerització entre el receptor 5-HT1A i el GalR1 sʼha descrit prèviament 
com una interacció antagònica que podria donar lloc a la depressió unipolar. En 
aquesta tesi sʼha demostrat que aquesta interacció sʼevita en presència de zinc, 
donant una explicació racional a lʼefecte antidepressiu àmpliament descrit per a 
aquest catió. Tot i que no hi havia cap  evidència publicada respecte a la interacció 
dʼaquests dos receptors amb el GPR39, un receptor que és activat pel zinc i 
lʼexpressió del qual depèn de la concentració del mateix, en aquesta tesi sʼha 
demostrat la capacitat dʼinteracció dʼaquests tres receptors, tant en les formes 
GPR39-5-HT1A i 5-HT1A-GalR1 com en el trímer GPR39-5-HT1A-GalR1. A  més, sʼha 
trobat que la capacitat funcional dels receptors es veu modificada segons el tipus 
dʼinteracció en la que aquests receptors participen, de manera que les formes 
monomèriques i oligomèriques presenten una capacitat de senyalització diferent. 
Això faria pensar que en el cervell humà podrien trobar-se totes les configuracions  
potencials de receptors, i que la presència dʼunes o altres estaria regulada per la 
concentració de zinc. Lʼaprofundiment en el mecanisme molecular detallat de 
lʼefecte del zinc en aquestes interaccions hauria de permetre el desenvolupament 
de nous fàrmacs per a una malaltia dʼalta prevalença en la població mundial.





ABREVIATURES, ACRÒNIMS I SÍMBOLS

5-HT1A Receptor de serotonina tipus 1A

5-HT1A-ECFP-1 Receptor de serotonina tipus 1A amb les següents posicions 
mutades: L380A, L381A i G382A.

5-HT1A-ECFP-2 Receptor de serotonina tipus 1A amb les següents posicions 
mutades: L42A, L43A i G44A.

5-HT2A Receptor de serotonina tipus 2A

5-HT2C Receptor de serotonina tipus 2C

5-HT4 Receptor de serotonina tipus 4

8-OH-DPAT 8-Hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralin hidrobromur

A2A Receptor d'adenosina 2A

Abs Absorbància

ADRα1 Receptor adrenèrgic tipus alfa 1

AFM Microscòpia de força atòmica

AMPc Monofosfat d'adenosina cíclic

APS Persulfat d'amoni

ATCC American Type Cell Culture

BDNF Factor neurotròfic derivat del cerbell

Bis-Tris Bis(2-hidroxietil)-amino-tris(hidroximetil)-metà)

BRET Transferència d'energia de ressonància de bioluminiscència

BSA Albúmina de sèrum boví

C-ter Extrem C-terminal

C5a Receptor del component del complement 5a

CaCl2 Clorur de calci

CB1 Receptor cannabinoid de tipus 1

CCR5 Receptor de quimiocina tipus 5

CHAPS 3-Colamidopropildimetil-amoni-1-propà sulfonat

Co-IP Co-immunopurifiació



CREB Factor de transcripció cAMP depenent

CuP Cu2+-fenantrolina

CXCR2 Receptor de quimiocina tipus 2

D1 Receptor de dopamina tipus 1

D2 Receptor de dopamina tipus 2

D4 Receptor de dopamina tipus 4

DAMGO [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-encefalina

DM Dodecil maltòsid

DMA Dimetil apimidat

DMEM Medi Dulbeccoʼs modified Eagleʼs

DMEM-F12 Mescla medi Dulbeccoʼs modified Eagleʼs:F12

DNA Àcid desoxiribonuclèic

DPDPE [D-Pen(2),D-Pen(5)]-encefalina

DpnI Endonucleasa de restricció procedent de Diplococcus 
pneumoniae

dsDNA Àcid desoxiribonucleic de cadena doble

DTT Ditrioteitol

ε Coeficient d'extinció molar

ECFP Proteïna fluorescent cian millorada

ECL Nansa extracel·lular

EDC Clorur de N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida

EDTA Àcid etilen-diamina-tetraacètic

EYFP Proteïna fluorescent groga millorada

FBS Sèrum fetal boví

FITC Isotiocianat de fluoresceïna

FRET Transferència d'energia de ressonància de Förster

GABA Àcid gamma-aminobutíric

GABAB1 Receptor de l'àcid gamma-aminobutíric tipus B1



Gαi1 Subunitat α de la proteïna G de tipus i1

Gαi2 Subunitat α de la proteïna G de tipus i2

Gal (1-15) Neuropèptid de galanina compost pels 15 primers 
aminoàcids

Gal (1-29) Neuropèptid de galananina compost pels 29 primers 
aminoàcids

GalR Receptors de galanina, terme general

GalR1 Receptor de galanina tipus 1

GalR1-EYFP-1 Receptor de galanina amb les següents posicions mutades: 
F186L, C187R, W188R i E189Q.

GIP Polipèptid inhibidor gàstric

GIPR Receptor del polipèptid inhibidor gàstric

GIRKs Canals d'entrada de potassi acoblats a proteïna G

GLP-1 Pèptid tipus glucagó tipus 1

GLP1R Receptor del pèptid tipus glucagó tipus 1

GndHCl Clorur de guanidini

GPCR Receptor acoblat a proteïna G

GPR39 Receptor acoblat a proteïna G orfe 39

GPR55 Receptor acoblat a proteïna G orfe 55

GTPγS 5'-O-[gamma-tio]trifosfat de guanosina

HEPES  Àcid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetansulfonic 

ICL Nansa intracel·lular

IUPHAR Unió internacional de farmacologia bàsica i clínica

Ka Constant d'associació

Kd Constant de dissociació

KD Constant d'afinitat

λ Longitud d'ona

L-Trp Triptòfan en solució



LA-MC-IPC-MS Laser ablation-multi collector-quadruple inductively coupled 
plasma mass spectrometry

LB Medi de cultiu Luria

M3 Receptor muscarínic tipus 3

M5 Receptor muscarínic tipus 5

MC1 Receptor de melanocortina tipus 1

MC4 Receptor de melanocortina tipus 4

MES Àcid 2-(N-morfolino)etasulfonic

MgCl2 Clorur de magnesi

mGlu5 Receptor metabotròpic de glutamat tipus 5

mRNA Àcid ribonucleic missatger

MT1 Receptor de melatonina tipus 1

MT2 Receptor de melatonina tipus 2

NaCl Clorur de sodi

NFκβ Factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa 
de les cèl·lules B activades

NHS N-hidroxisuccinimida

NMDA Receptor de l'àcid n-metil-D-aspartat 

NTS1 Receptor de neurotensina tipus 1

OGP N-octil-βD-glucopiranòsid

ON Durant tota la nit

PCR Reacció en cadena de la polimerasa

PEI Polietilenimida

PHE Public Health England

PLC Fosfolipasa C

PMSF Fluorur de fenilmetilsulfonil

POPC 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina

Rho Rodopsina



RNA Àcid ribonucleic 

RT Temperatura ambient

RU Unitats de ressonància

SDS Dodecil sulfat de sodi

SDS-PAGE Dodecil sulfat de sodi - Electroforèsi en gel d'acrilamida

SRE Factor de transcripció sèric

SPR Ressonància plasmàtica de superfície

SRET Transferència d'energia de ressonància seqüencial

SSRI Inhibidors selectius de la recaptació de serotonina

TEMED N,N,Nʼ,Nʼ-tetrametil-etilendiamina

TM Transmembrana

TPa Receptor de tromboxà tipus A

TPb Receptor de tromboxà tipus B

Tris Tris(hidroximetil)aminometà

TRITC Isocianat de tretrametilrodamina

UV Llum ultraviolada

ZnCl2 Clorur de zinc

UNITATS DE MESURA

μg, mg, g Unitats de massa: microgram, mil·ligram i gram

μL, mL, L Unitats de volum: microlitre, mil·lilitre i litre

nM, μM, mM, M Unitats de molaritat: nanomolar, micromolar, mil·limolar i 
molar

s, min, h Unitats de temps: segons, minuts i hores

pb, Kb Unitats de longitud d'àcids nucleics: parells de bases i 
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Da, KDa Unitats de massa de proteïnes: dàltons i quilodàltons
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rpm, g Unitats de velocitat angular: revolucions per minut, gravetats
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1.1. ELS RECEPTORS ACOBLATS A PROTEÏNA G

1.1.1. Estructura i característiques

Els GPCRs (receptors acoblats a proteïna G), també anomenats seven 
transmembrane receptors (7TMRs), receptors heptahelicoïdals o receptors de 
serpentina, són una extensa família de receptors transmembrana que participen 
en la senyalització cel·lular i en la transducció de senyals iniciats per diferents 
estímuls com ara ions, pèptids, llum i neurotransmissors, entre dʼaltres [1]. Sʼha 
descrit lʼexistència dʼuns 800 GPCRs diferents en el genoma humà [2], que es 
classifiquen en 6 famílies (A-F) dʼacord amb lʼhomologia de seqüència i les seves 
característiques funcionals [3]. El seu nom prové del fet que sʼacoblen a una 
família de proteïnes heterotrimèriques, les proteïnes G, que són les responsables 
dʼactivar diverses cascades de senyalització, donant lloc a la resposta cel·lular [1].

Lʼestructura terciària dels GPCRs es caracteritza per estar formada per un 
segment extracel·lular, corresponent a lʼextrem N-terminal, seguit per set dominis 
helicoïdals transmembrana connectats per tres nanses extracel·lulars, i una cua 
intracel·lular corresponent a lʼextrem C-terminal. Aquests receptors es troben en la 
membrana plasmàtica amb les seves hèlix inserides en la bicapa lipídica, de 
manera que formen una butxaca dʼunió on poden unir-sʼhi els lligands. La 
presència dʼun bon nombre de residus conservats, juntament amb alguns motius 
estructurals, és una de les característiques principals dels dominis 
transmembrana. Els GPCRs es caracteritzen per tenir dos trets distintius: el motiu 
conegut com a DRY en el costat citoplasmàtic 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 fàrmacs 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 dòlars [5].

La figura 1 correspon a una representació esquemàtica dʼun GPCR, concretament 
a 5-HT1A (receptor de serotonina tipus 1A). 
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Figura 1. Representació esquemàtica dʼun GPCR, concretament de 5-HT1A. Hi destaquen les 
característiques estructurals comunes en aquests receptors: set  hèlix  transmembrana connectades per tres 

nanses intracel·lulars i tres nanses extracel·lulars, el pont disulfur i el domini DRY. Lʼextrem N-terminal es 
troba en el medi extracel·lular i lʼextrem C-terminal en el citosol. La figura ha estat elaborada mitjançant el 

programari Powerpoint.

El paradigma inicial descrivia els GPCRs com a receptors que actuaven de forma 
monomèrica, però lʼevidència experimental recollida durant les passades dues 
dècades ha demostrat que aquests receptors tendeixen a interactuar en forma de 
dímers o oligòmers dʼordre superior. A més a més, sʼha proposat que aquestes 
agrupacions de receptors constitueixen les unitats funcionals responsables de les 
seves accions fisiològiques. Tot i això, encara no es coneix exactament el 
mecanisme dʼinteracció a nivell estructural (regions físiques implicades en la 
interacció) ni tampoc es coneixen les seves implicacions funcionals en detall. Tot i 
que cada dia sorgeixen noves evidències que donen suport a aquest concepte 
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dʼoligòmers estables, també cada dia s'estén més el debat sobre el fet de que, en 
alguns casos, aquest tipus dʼinteraccions podrien ser de caràcter transitori. Per 
tant, es tracta dʼinteraccions lʼarquitectura i conseqüències de les quals, avui en 
dia, es coneixen només de forma superficial.

Els GPCRs es divideixen en dues famílies: GPCRs per als quals es coneixen els 
seus lligands endògens, també coneguts com GPCRs no orfes, i GPCRs per als 
quals no es coneixen els seus lligands endògens, coneguts com GPCRs orfes i 
anomenats GPR seguit dʼun nombre. En la figura 2 es mostra el percentatge 
dʼaquests receptors en les diferents famílies de GPCRs. Tot i que alguns han estat 
desorfenitzats (50 en els últims 20 anys), avui dia encara molts GPCRs romanen 
orfes (més de 140) [6]. Però, la velocitat de desorfenització ha baixat degut a la 
manca de possibles lligands [7]. Actualment sʼestà fent un esforç importat per tal 
de trobar els lligands naturals dels GPCRs orfes, ja que representen un nínxol 
important per al descobriment de nous fàrmacs [8].

Figura 2. Representació gràfica del percentatge de receptors orfes i no orfes dintre de cada família de 
GPCRs.  Destaca que pràcticament hi ha tants GPCRs orfes com no orfes en cadascuna de les famílies. 

Imatge extreta de [9].
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1.1.2. La dimerització dels GPCRs.

El fenomen dʼhomodimertizació es va descriure per primera vegada a mitjans del 
anys 70. Lʼany 1975, Lefkowitz, Limbird i col·laboradors van descriure per primer 
cop  la presència dʼinteraccions cooperatives entre receptors β-adrenèrgics que 
podien estar involucrades en la regulació de lʼactivitat del receptor. Però, 
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 interacció entre receptors monoaminèrgics i 
dopaminèrgics i entre dopaminèrgics i glutamatèrgics mitjançant interaccions 
intermembranoses [11]. Aquest mecanisme específic va ser descrit amb el nom de 
“the receptor mosaic hypothesis of the engram” [11-13] i a partir de llavors els 
fenòmens dʼhomodimerització i heterodimerització han adquirit una gran 
rellevància en el camp de la recerca en GPCRs. Amb el títol “GABAB receptors 
function as a heteromeric assembly of the subunits GABABR1 and GABABR2”, es 
va descriure per primer cop  el procés dʼheterodimerització entre dos GPCRs [14] 
(figura 3) i a més a més, també es va demostrar que la dimerització entre GPCRs 
reforçava la senyalització i lʼactivació de canals del tipus GIRK (canals dʼentrada 
de potassi acoblats a proteïna G). Actualment la interacció entre GPCRs per a 
formar homooligòmers o heterooligòmers està àmpliament acceptada per la 
comunitat científica, deixant obsolet el model clàssic de que els monòmers 
constitueixen les úniques unitats funcionals en els GPCRs.

Figura 3. Imatges de la colocalització entre els receptors 

GABABR1 (receptor de làcid gamma-aminobutíric) i GABABR2 en 
cèl·lules HEK293T, corresponents al primer heterodímer descrit. 

El senyal verd correspon a GABABR1 (tinció FITC, isotiocianat de 
fluoresceïna) i el vermell a GABABR2 (tinció TRITC, Isocianat de 

tretrametilrodamina).  El senyal groc correspon a la superposició 
dels senyals anteriors mostrant la colocalització dels receptors. 

Imatge obtinguda de [14].
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De fet lʼany 2003 es va publicar la primera imatge on sʼobservaven de manera 
directa dímers de GPCR, concretament de rodopsina [15], per mitjà de 
microscòpia de força atòmica (figura 4).

Figura 4. Dímers de rodopsina. En la imatge sʼobserven línies de parelles de dímers de rodopsina així com 
també dímers sols (cercles).  Les fletxes indiquen monòmers sols. Es tracta dʼuna imatge obtinguda per  

microscòpia de força atòmica [15] de la membrana dels discs dels bastons.

Actualment, existeixen dues bases de dades sobre oligòmers entre GPCRs, 
accessibles a través de la web. La primera sʼanomena GRIP (http://grip.cbrc.jp/
GRIP/), corresponent al nom complet de GPCR Interaction Partners. La segona 
sʼanomena GPCR-OKB (http://www.gpcr-okb.org) corresponent al nom complet de 
The GPCR-Oligomerization Knowledge Base Project. 

Lʼheterooligomerització és un fenomen que també es dóna entre GPCRs orfes i 
no orfes, la qual cosa comporta una certa rellevància, ja que podria clarificar la 
funcionalitat dʼalguns receptors orfes. Basant-se en lʼheterodimerització 
demostrada entre GPR50 (receptor orfe 50) i MT1 (receptor de melatonina tipus 1) 
es va proposar lʼexistència de dues famílies de receptors orfes: els receptors orfes 
“reals”, entesos com aquells que són autosuficients, és a dir, aquells que actuarien 
sense ser activats per lligand amb lʼúnica funció de regular lʼactivitat dʼaltres 
GPCRs, i els receptors per als quals encara no es coneix quin és el seu lligand 
[6]. Es dóna la circumstància que tots els heterodímers entre receptors orfes i no 

33

http://grip.cbrc.jp/GRIP/
http://grip.cbrc.jp/GRIP/
http://grip.cbrc.jp/GRIP/
http://grip.cbrc.jp/GRIP/
http://www.gpcr-okb.org
http://www.gpcr-okb.org


orfes pertanyen a les mateixes subfamílies de GPCRs, motiu pel qual, els estudis 
dʼhomologia constitueixen una bona estratègia a aplicar en la determinació 
dʼheteròmers entre receptors orfes i no orfes amb propietats fisiològiques 
rellevants [16].

A mesura que sʼha anat establint lʼoligomerització entre GPCRs, han anat sorgint 
diferents interrogants al respecte, com ara quin és el mecanisme dʼinteracció o   
quin és el grau dʼestabilitat que aquesta presenta. Sobretot aquesta última qüestió 
ha estat àmpliament debatuda. Lʼany 2012 es va demostrar, que almenys per a 
alguns receptors, aquestes interaccions podrien ser transitòries. 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 mitjançant la 
intensitat de la llum. Els resultats obtinguts van consistir en un patró de canvi 
dʼintensitat corresponent a lʼequilibri entre la forma monomèrica i la forma dimèrica 
(figura 5) [17]. Altres estudis mostren, que almenys en el cas de receptors 
aminèrgics, la forma predominant és la dimèrica, ja que no es van trobar 
evidències de la presència dʼequilibri entre formes monomèriques i dimèriques 
[18]. A  més a més, més recentment han aparegut publicacions que defensen la 
formació dʼoligòmers dʼordre superior [19]. Per tant, encara no queda gaire clar 
com sʼorganitzen els GPCRs en la membrana, possiblement la resposta correcta 

sigui que depèn de les condicions 
fisiològiques que es donen en cada 
moment.

Figura 5. Monòmers i dímers de M1. La imatge 

correspon a una captura puntual del vídeo que 
mostra el canvi dʼintensitat corresponent a lʼequilibri 

entre les dues formes. La inserció mostra una regió 
de 5X5 μm2 que conté quinze objectes, quatre dʼuna 

intensitat  consistent amb la forma dimèrica i 11 dʼuna 
intensitat corresponent a la forma monomèrica [17].
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La major part de la informació respecte lʼheterooligomerització en GPCRs està 
basada en experiments in vitro, però, és necessari comprovar la informació que 
aquests proporcionen in vivo, ja que en aquest sentit la informació de la què es 
disposa és escassa, degut a la manca de metodologies apropiades. De fet la 
IUPHAR (unió internacional de farmacologia bàsica i clínica) només accepta com 
a vàlids aquells heteròmers lʼexistència dels quals ha estat provada en teixits 
natius o en animals vius, entre dʼaltres requisits [20].

1.1.3. Superfícies dʼinteracció entre GPCRs.

Des del moment en què es coneix que un GPCR sʼestructura en homòmers o 
heteròmers, el següent pas consisteix en identificar el epítops, aminoàcids o 
regions involucrades en aquest procés. No es tracta dʼuna feina fàcil, degut a la 
manca de coneixement de lʼestructura tridimensional dʼaquestes proteïnes a nivell 
atòmic. Per tal de facilitar aquesta tasca, sʼhan desenvolupat diferents mètodes 
bioinformàtics per determinar les superfícies dʼinteracció entre GPCRs. La 
característica comú entre tots els algorismes emprats és que estan basats en 
alineaments de seqüència, amb la idea subjacent de que els aminoàcids 
pertanyents a les superfícies dʼinteracció són importants per als receptors i que 
per aquest motiu es troben evolutivament conservats.

Uns dels primers mètodes aplicat als GPCRs va ser “the evolutionary trace 
method”. Basat en homologia de seqüència, aquest algorisme permet la predicció 
dels residus potencialment implicats en la interacció. Aquests residus es 
divideixen en dos tipus: residus conservats i residus específics de classe [21]. 
Seguidament, es va proposar un nou algorisme basat en “the correlated mutations 
analysis”, un mètode que selecciona aquells aminoàcids les mutacions dels quals 
sʼhan conservat evolutivament [22]. Lʼany  2009 es va desenvolupar un programari 
anomenat GRIP, basat en l'alineament múltiple de seqüències. GRIP identifica els 
aminoàcids específics implicats en una determinada interacció [23]. 
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Més recentment, Fuxe i Tarakanov, per mitjà dʼuna aproximació matemàtica 
(basada en homologia de seqüència), van proposar que la interacció entre 
GPCRs estava basada en uns agrupaments específics de triplets dʼaminoàcids 
que servirien com a guies adhesives per a la formació de fermalls dʼaminoàcids, 
que serien capaços de formar interaccions suficientment fortes. Aquest algorisme 
sʼha utilitzat amb aquesta finalitat en aquesta tesi. Els autors proposaven els una 
sèrie de triplets, com pro-triplets (triplets formadors dʼoligòmers) de forma general. 
Aquests estaven formats per aminoàcids amb les següents característiques: 
aminoàcids característics de motius rics ens leucina (L, I i V), aminoàcids 
susceptibles de fosforilació (S i T) i aminoàcids amb càrrega, tant positiva com 
negativa (E, D, R, K i H). 

Els triplets proposats eren els següents: LNL, LVI, LPF, AIV, 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, AIS, 
SNS, així com també proposaven una llista de triplets amb  funció oposada [24]. A 
més a més, en diferents publicacions es descriu la possible implicació dʼalguns 
dʼaquests pro-triplets en la interacció entre determinats receptors. Per exemple, 
els triplets SNS i LAR van ser proposats per a lʼheterodímer 5HT1A-GalR1 , mentre 
que els triplets LLT i AIS per al format entre D2 i 5-HT2A [25].

És important destacar que els resultats obtinguts mitjançant aquestes 
aproximacions difereixen entre ells, demostrant que la informàtica per ella sola no 
és suficientment potent per a predir amb precisió lʼestructura quaternària que 
adopten les proteïnes. Per aquest motiu, cal combinar els mètodes bioinformàtics  
amb  mètodes experimentals adequats. La taula 1 proporciona una visió global 
resumida de les diferents estratègies utilitzades en aquest camp. Com es pot 
apreciar, el FRET (transferència dʼenergia de ressonància) i el BRET 
(transferència dʼenergia de ressonància de bioluminescència) són les tècniques 
experimentals més àmpliament utilitzades.
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Taula 1. Diferents superfícies d'interacció entre oligòmers de GPCRs. La taula especifica lʼoligòmer, la 
superfície dʼinteracció i la metodologia mitjançant la qual ha estat determinada. Les referències 

bibliogràfiques són les següents (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 dʼadenosina tipus 2A), ADRα1B (receptor adrenèrgic tipus alfa 1B), AFM 
(microscòpia de força atòmica), C-ter (extrem C-terminal),  C5a (receptor del component del complement 5a), 

CCR5 (receptor de quimiosina tipus 5),  Co-IP (co-immunoprecipitació), 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 M5 (receptors muscarínics tipus 3 i 5), NTS1 (receptor de neurotensina tipus 1), Ro 
(rodopsina),  SRET (transferència dʼenergia de ressonància seqüencial), TM (transmembrana), TPa (receptor 

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

De lʼanàlisi de la informació continguda en aquesta taula seʼn desprèn que en el 
procés dʼhomooligomerització o heterooligomerització entre GPCRs hi participen 
una gran varietat dʼaspectes, i que, fins al moment, no existeix un model unificat. 
Semblaria que no existeix un mecanisme universal dʼinteracció entre GPCRs, sinó 
que es tracta de mecanismes específics que depenen dels receptors implicats. 
Per tant, cal continuar treballant en aquest camp, sobretot tenint en compte la 
importància dʼaquests complexos per a la investigació de nous fàrmacs.

1.1.4. Oligòmers de GPCRs i senyalització

Els GPCRs es caracteritzen per la seva implicació en una gran varietat de 
processos fisiològics. Això els hi confereix un gran atractiu des del punt de vista 
farmacològic. En aquest sentit lʼoligomerització augmenta el seu potencial, ja que 
amplia les possibilitats de dianes farmacològiques i nʼaugmenta la seva 
versatilitat.

Els oligòmers modifiquen el comportament dels monòmers 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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• Exportació a membrana: molts receptors, tot i que hi ha algunes excepcions, 
han dʼoligomeritzar en el reticle endoplasmàtic o en lʼaparell de Golgi per tal 
de ser transportats correctament a la membrana plasmàtica [44].

• Senyalització: tant lʼespecificitat de lligand, la potència del mateix com el 
tipus de proteïna G a la que sʼacobla un determinat receptor pot ser 
modificada com a resultat de lʼassociació amb un altre.

Aquest últim punt és de gran rellevància des del punta de vista farmacològic, ja 
que amplia el nombre de dianes farmacològiques i permet lʼestudi de nous 
tractaments, però, malgrat això, avui dia encara no es disposa de cap sistema que 
permeti predir la modificació del comportament dʼun determinat GPCR en funció  
del seu estat de complexació [45]. És sabut que la modificació de la senyalització 
pot ser deguda a dos motius: dʼuna banda pot modificar lʼefecte dels lligands 
específics (tant agonistes com antagonistes) i de lʼaltra afectar la funcionalitat, és 
a dir la interacció amb la proteïna G.

Respecte a la modificació de lʼefecte dʼun lligand específic, en la literatura 
apareixen descrites diferents possibilitats, a continuació seʼn detallen alguns 
exemples:

• Augment de lʼafinitat del receptor pel seu lligand. Per exemple, sʼha descrit 
que el luzindol presenta 100 vegades més afinitat per lʼheterodímer MT1-MT2 
que per lʼhomodímer MT2 [46].

• Disminució de lʼafinitat del receptor pel seu lligand. En el cas dels receptors 
opioids μ i δ i dels agonistes DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-
encefalina) i DPDPE ([D-Pen(2),D-Pen(5)]-encefalina) respectivament, 
lʼafinitat és 10 vegades menor per a lʼheteròmer que per als monòmers per 
separat [47].

• Un dels receptors presents en el complex inhibeix o incrementa la 
senyalització de lʼaltre. És el cas de GPR55 (receptor orfe 55) i CB1 

(receptor cannabinoid de tipus 1). Mentre que la capacitat de senyalització 
de CB1 es veu incrementada per la presència GPR55, aquest últim té la 
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seva senyalització inhibida com a conseqüència de la presència del primer 
[48].

Respecte a lʼacoblament i activació de proteïnes G, el model més acceptat és el 
que dona suport al fet de que tant els homodímers com els heterodímers 
sʼuneixen a una única proteïna G. Aquesta interacció es dóna a través de la nansa 
intracel·lular 2 de cadascun dels monòmers i la nansa intracel·lular 3 del monòmer 
que sʼacobla a la proteïna G [49]. Dʼacord amb  aquesta teoria, es poden donar 
dos models de cooperativisme entre monòmers: simètrica (lʼagonista activa el 
protòmer que sʼacoblarà a la proteïna G) i asimètrica (lʼagonista activa un 
protòmer, però serà lʼaltre el que sʼacoblarà a la proteïna G) [50]. A partir 
dʼaquests dos escenaris sorgeixen una gran varietat de qüestions: quin patró de 
senyalització es manté? el dʼun? el de lʼaltre? cap?, hi ha altres canvis a part de 
lʼacoblament a proteïna G?, etc. Els resultats experimentals obtinguts per a certs 
complexos han permès aprofundir en els coneixements sobre aquest tema. A 
continuació es detallen alguns exemples:

• Els monòmers corresponents als receptors D1 i D2 senyalitzen via Gs/olf o via 
Gi/0, però, en canvi lʼheterodímer D1-D2 senyalitza via Gq [51].

• Lʼheterodímer entre GABAB1 i GABAB2 sʼha descrit com un heterodímer 
obligat. Curiosament, lʼeficiència dʼunió a proteïna G és més alta en 
presència dʼun únic heterodímer que en presència de dos, suggerint que en 
lʼheterotetràmer només un receptor és capaç dʼacoblar-se a la proteïna G 
[52] (figura 6A).

• Lʼheterodimerització entre GLP1R (receptor del pèptid glucagó tipus 1) i 
GIPR (receptor del polipèptid inhibidor gàstric) és també coneguda. En 
absència dʼagonista tots dos es troben en forma monomèrica o 
homodimèrica. GLP-1(polipèptid de glucagó 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 concentració del pèptid és baixa GLP1R senyalitza 
normalment, però, quan la concentració augmenta els receptors 
heterodimeritzen, i canvia el patró de senyalització. A més a més, en 

40



presència de GIP (polipèptid inhibidor gàstric) lʼheteròmer dissocia i es 
recupera l'activitat normal de GLP1R [53] (figura 6B).

Figura 6. Exemples de mecanismes de regulació de la senyalització com a conseqüència de 
lʼoligomerització. (A) Cadascun dels heterodímers sʼacobla a una unitat de proteïna G.  En lʼheterotetràmer, en 

canvi, només un receptor sʼacobla a la proteïna G, donant lloc a una disminució del senyal. (B) GLP1R 
senyalitza correctament en forma monomèrica o heterodimeritzant amb GIPR en presència de concentracions 

baixes de lʼagonista.  A  concentracions altes de lʼagonista sʼaltera lʼacoblament de la proteïna G mentre GIP, 
lʼagonista de GIPR, trenca el dímer restaurant la correcta senyalització.

1.1.5. Fàrmacs basats en oligòmers de GPCRs

Sembla clar que els heteròmers de GPCRs corresponen a unitats independents 
amb  senyalització autònoma que es troben implicats en diverses malalties, i per 
tant, és necessari caracteritzar-los per tal de saber com funcionen i poder 
dissenyar nous fàrmacs. En els darrers temps, ha augmentat considerablement el 
nombre de publicacions que associen determinats heteròmers a diferents 
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malalties amb un nivell dʼafectació important en la societat actual, la qual cosa 
segueix mantenint els GPCRs en el focus de la investigació de nous fàrmacs. A 
continuació seʼn detallen alguns exemples:

• Esquizofrènia: A2A-mGlu5 [54] i A2A-D2-mGlu5 [55]
• Parkinson: A2A-D2 [56] i D2-D3 [49]
• Addicció a la cocaïna: 5-HT2A-5-HT2C [57]
• Dolor: μOpioid-δOpioid [58] i μOpioid-mGlu5 [59]

Actualment ja es comercialitzen fàrmacs que actuen sobre heteròmers de GPCRs. 
Altres es troben en fase de desenvolupament, però els resultats a nivell de 
laboratori són molt encoratjadors. Un exemple en són els compostos anomenats 
pramipexol i ripinirol. Es tracta de dos compostos utilitzats en el tractament de la 
malaltia del Parkinson. Sʼha descrit que, fins al moment, els mecanisme dʼacció 
dels antiparkinsonians dopaminèrgics es basava en lʼactivació de D2 però el 
pramipexol i el ripinirol tenen més preferència per D3 que per D2, tot i que la 
resposta que indueixen es correspon amb la de D2. Això sʼexplicaria amb una 
preferència dʼaquests compostos per lʼheterodímer. Tenint en compte que, a més 
a més, el seu efecte és més accentuat quan actuen sobre lʼheteròmer D2-D3, 
aquesta sembla lʼexplicació més coherent [49]. El mecanisme funcional de 
lʼheteròmer D2-D3 es descriu més detalladament en la figura 7.

Figura 7. Interacció entre receptors de dopamina i 
senyalització. (A) En cèl·lules cotransfectades amb  D2 i D3, 

els agonistes amb  preferència per D3 sʼuneixen a 
lʼheteròmer D2-D3 donant lloc a una resposta més potent 

que la que exerceix sobre lʼhomodímer D2-D2.  (B) 
Contràriament, els agonistes parcials de lʼhomodímer D2-D2 

es transformen en antagonistes de lʼheteròmer D2-D3 [49].
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All llarg dʼaquest primer apartat de la introducció sʼha descrit breument les 
principals característiques dels GPCRs en quan a estructura, funció i 
senyalització. Sʼha donat una especial importància al fenomen de la 
homooligomerització i heterooligomerització, a les seves bases fisico-químiques i 
a la seva participació en determinades malalties, particularment en malalties 
mentals. Tota aquesta informació és vital per a entendre la finalitat dels 
experiments realitzats en aquesta tesi i interpretar correctament els resultats 
obtinguts, així com també la seva rellevància. En concret en aquesta tesi sʼha 
treballat amb les receptors GalR1, 5-HT1A i GPR39 i més específicament, en els 
fenòmens dʼheterooligomerització que es donen entre ells i la seva implicació en 
la malaltia de la depressió unipolar.

1.2. LA DEPRESSIÓ MAJOR

1.2.1. Descripció de la malaltia

La depressió major també coneguda 
com a depressió clínica o unipolar 
és una malaltia que presenta els 
següen ts s ímp tomes : humor 
deprimit, disminució del nivell 
dʼenergia i de lʼinterès per la vida, 
molèsties físiques, canvis en els 
patrons dʼalimentació i de son, 
intents de suïcidi, etc. La depressió 
unipolar té una incidència en la 
població global dʼun 15% i afecta 
dos cops més a les dones que al 
homes, a més a més un 15% dels 
afectats moren a causa de suïcidi. 
Tot i que les causes de la malaltia 
encara són força desconegudes, se 
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Figura 8. Quadre anomenat Sorrowing old man (ʻAt 
eternityʼs gate). Va ser pintat per Vincent Van Gogh 

lʼany 1980 i representa la malaltia de la depressió.



sap  que existeix un component genètic 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 dʼuna malaltia amb  una alta 
prevalença i recurrència en la societat i que representa uns costos econòmics i 
socials molt elevats. De fet la Organització Mundial de la Salut preveu que la 
depressió unipolar será la malaltia que originarà més costos a nivell mundial al 

llarg dʼaquest segle [61].

Actualment existeixen diferents tipus de fàrmacs utilitzats per al tractament de la 
depressió unipolar, incloent-hi els antidepressius tricíclics, els SSRI (recaptadors 
selectius de serotonina) i altres fàrmacs que afecten el reciclatge de monoamines 
com la noradrenalina, la dopamina o la serotonina [60], però és necessari estudiar 
els mecanismes moleculars i cel·lulars de la malatia per obtenir-ne de més 
eficaços i amb menys efectes secundaris.

1.2.2. El zinc i la depressió clínica

El zinc és un element molt 
important per a la correcta 
l ʼhomeòstasi i funcionament 
c e r e b r a l . To t i q u e e s t à 
àmpliament distribuït en el cervell, 
la concentració més elevada es 
troba en l'hipocamp i l'amígdala 
(figura 9) [62]. La dosi diària 
r e c o m a n a d a d e z i n c e s t à 
establerta en 11 mg per a adults, 
sent el màxim diari recomanat 40 
mg. Més de la meitat de la 
població mundial no ingereix 
quantitats adequades de zinc i la 
majoria de persones que estan en 
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Figura 9. Distribució del zinc en el cervell de rata. La 
imatge sʼha obtingut mitjançant LA-MC-ICP-MS (vegeu 

Abreviatures) utilitzant lʼisòtop  radioactiu 64Zn. Destaca la 
seva presència en quantitats més elevades el lʼhipocamp  i 

lʼamígdala. Imatge obtinguda de la publicació [63].



situació dʼalt risc de deficiència de zinc es troben majoritàriament en països en 
desenvolupament. Actualment existeixen un gran nombre dʼevidències que 
provarien que el dèficit de zinc és una de les causes de la depressió clínica [63]. 
La meta-anàlisi realitzada per mitjà de 17 estudis clínics diferents va demostrar 
que els pacients que patien la malaltia, en les edats compreses entre 25 i 60 anys, 
tenien una concentració de zinc en sang de 1.850 μmol/l, i que aquesta era 
inferior a la dels controls sans. Més tard es van obtenir resultats clínics similars i a 
més a més, també va descriureʼs nivells deficients de zinc en pacients amb 
depressió post-part [63]. 

La relació entre el zinc i la depressió clínica també va demostrar-se mitjançant lʼús 
dʼaquest catió en el tractament de la malaltia. En estudis duts a terme lʼany 2003 
es va concloure que aquells pacients per als quals el tractament farmacològic 
sʼhavia complementat amb 25 mg de zinc (zinc hidroaspartat) els símptomes 
depressius sʼhavien reduït de forma significativa, dʼacord amb la Hamilton 
Depression Rating Scale, sis setmanes després dʼhaver iniciat el tractament i 
aquesta reducció es mantenia dotze setmanes després [64]. En altres estudis 
també va detectar-se una relació entre aquest element i la depressió, per exemple 
en els pacients que presentaven resistència als tractaments convencionals, 
sʼobservava una disminució dʼaquesta resistència quan el tractament es 
complementava amb zinc. A més el tractament amb  antidepressius semblava 
augmentar la concentració dʼaquest ió en sang, tant en tractaments 
complementats amb zinc com en no complementats [65,66].

Els últims resultats, relacionen la implicació del zinc en la malaltia a través dʼun 
receptor per a aquest, el GPR39 (receptor orfe 39), confirmant la implicació del 
zinc en la mateixa [67]. S'aprofundirà en la relació zinc-GPR39-depressió en el 
següent apartat.

Per tots els motius esmentats anteriorment, el zinc ha de ser considerat com un 
fàrmac potencial en el tractament antidepressiu i cal estudiar-ne els mecanismes i 
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processos moleculars en què participa, per tal dʼaprofundir en la etiologia de la 
malaltia depressiva.

1.2.3. GPCRs i la depressió clínica

Tot i que la depressió clínica és una de les malalties amb  un alt grau dʼafectació 
en lʼespècie humana, els mecanismes cel·lulars i moleculars dʼaquesta patologia 
no són gaire coneguts. Tot i això, si que sʼhan fet avenços importants en lʼestudi 
del paper dels GPCRs en la fisiopatologia i tractament dʼaquesta malaltia. 
Actualment existeixen evidències científiques que impliquen una gran varietat de 
GPCRs en aquesta malaltia: receptors de noradrenalina, recetors α i β 
adrenèrgics, serotoninèrgics, dopaminèrgics, glutamatèrgics, GABAèrgis i de 
neuropètids entre dʼaltres [60]. 

En aquesta tesi, sʼha estudiat la implicació de 3 GPCRs en concret en la 
fisiopatologia dʼaquesta 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 indústria famacèutica. 
La neurotransmissió serotoninèrgica està involucrada en la regulació de lʼestat 
dʼànim, la son, la vigília, la gana i també funcions cognitives. Els seus efectes són 
regulats per 14 subtipus diferents de receptors. Dʼentre tots aquests, destaca el 5-
HT1A en lʼetiologia de trastorns tant depressius com dʼansietat [68].

El receptor 5-HT1A és codificat pel gen HTR1A. Pertany a la classe A de la 
superfamília dels GPCRs [69] i sʼacobla a la proteïna Gi/G0, intervenint en la 
neurotransmissió inhibitòria i sent el receptor de serotonina més àmpliament 
distribuït. En el sistema nerviós central està present en major densitat en el còrtex 
cerebral, lʼhipocamp, lʼamígdala i els nuclis de rafé. Dintre dʼaquests receptors 
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podem trobar-ne de dos tipus: autoreceptors somatodentrítics i receptors post-
sinàptics. Avui dia se sap que alteracions en aquests receptor, en diferents àrees 
del cervell humà, estan específicament associades amb  trastorns com lʼansietat, 
la depressió unipolar, desordres afectius i també en la regulació dʼuna gran 
varietat dʼestats fisiològics i comportaments com la por, lʼagressivitat i la 
impulsivitat [68]. Es tracta dʼun receptor capaç dʼhomodimeritzar i heterodimeritzar 
amb  altres GPCRs [70], tot i que els detalls de la interacció i el seu paper fisiològic 
encara no han estat descrits en detall. Lʼheterodimerització dʼaquest receptor amb 
el receptor GalR1 ha estat recentment descrita, així com també la possible 
implicació de lʼheteròmer en la depressió clínica.

1.2.3.1.1. El receptor 5-HT1A i la depressió

La implicació dʼaquest subtipus específic de receptor de serotonina en la 
depressió clínica ha estat descrita àmpliament. La densitat dʼaquests receptors es 
veu alterada com a conseqüència de la malaltia, havent-hi un increment en  
lʼhipocamp  i el còrtex temporal i una disminució en el cerebel, ganglis basals i 
còrtex prefrontal (figura 10) [71]. 

Figura 10. Distribució dels receptors 5-HT1A en la depressió. Obtinguda de www.cnsforum.com 
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Sʼha publicat evidències de que la funció dʼaquest receptor sembla veureʼs 
reduïda en pacients dʼaquesta malaltia, tant en base a la resposta fisiològica dels 
pacients a agonistes del receptor, com a la seva capacitat dʼactivació en teixits 
cerebrals postmortem o antemortem [72]. També existeix, dʼacord amb diferents 
estudis, lʼevidència de que la densitat de mRNA (àcid ribonucleic missatger) 
corresponent a receptors 5-HT1A post-sinàptics es troba des-regulada, tant per 
excés com per defecte, en models murins relacionats amb  depressió, com ara 
l'estrès crònic, la frustració o la marginació [72]. Altres estudis revelen que 
lʼactivació dels receptors post-sinàptics de 5-HT1A en àrees corticolímbiques 
sembla resultar beneficiosa per a lʼacció terapèutica de drogues antidepressives. 
En canvi, en el cas dels receptors presinàptics, sembla que lʼefecte és el contrari 
ja que els individus amb altes densitats del receptor en lʼàrea presinàptica són 
més susceptibles a trastorns depressius i suïcidi, i no responen gaire al tractament 
amb  antidepressius. A més a més, sʼhan trobat propietats antidepressives en els 
agonistes de 5-HT1A, en estudis preclínics, 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 depressió clínica. En aquesta tesi s’estudiarà des del punt de vista de la seva 

interacció amb GalR1, una interacció antagonística que també estaria implicada 

en aquesta malaltia.

1.2.3.2. El receptor GalR1

El receptor de galanina 1 (GalR1) és un tipus de receptor del neuropèptid 
galanina. Participa en un ampli ventall de processos fisiològics que es donen a 
través de la seva interacció amb  un o més dels tres subtipus de receptors 
identificats: GalR1, GalR2 i GalR3 [74].

El receptor GalR1 és codificat pel gen que porta el mateix nom i pertany a la 
classe A de la superfamília dels GPCRs. Igual que en el cas de 5-HT1A, la seva 
activació dóna lloc a lʼacoblament amb una proteïna del tipus Gi/G0. Es tracta dʼun 
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receptor àmpliament distribuït en el cos humà, ja que es troba tant en el cervell o  
la medul·la espinal com en zones més perifèriques com lʼintestí petit i cor, entre 
dʼaltres [75]. Es tracta dʼun receptor que actualment està sent àmpliament estudiat 
degut al gran nombre de patologies dʼalta prevalença en les què sʼha proposat la 
seva implicació: epil·lèpsia [76], resistència a quimioteràpia en càncer colonorectal 
[77], diferents tipus de càncer [78] i depressió unipolar entre dʼaltres. GalR1 és 
capaç dʼhomodimeritzar [79], i també dʼheterodimeritzar amb 5-HT1A tal i com ja 
sʼha descrit anteriorment, i aquesta heterodimerització sembla estar implicada en 
la fisiopatologia de la depressió.

Les evidències de la implicació dels receptors de galanina en la depresió clínica, 
han estat sempre en base amb la seva interacció amb els receptors de serotonina 
i recentment sʼha publicat la interacció entre GalR1-5-HT1A, que identifica GalR1 

com un dels receptors implicats en aquesta malaltia [80]. Sʼaprofundeix en aquest 
tema en el següent apartat.

1.2.3.2.1. El pèptid de galanina

La galanina és un neuropèptid (figura 11). En la majoria de les espècies la seva 
seqüència conté 29 aminoàcids i un extrem C-terminal amidat. En lʼespècie 
humana però, la galanina conté una serina addicional en lʼextrem C-terminal i per 
tant té 30 aminoàcids. Es tracta dʼun pèptid que es va aïllar per primera vegada 
lʼany 1983 a partir dʼintestins de porc. El seu nom prové de la fusió del nom del 
primer i últim aminoàcid de la seqüència del primer pèptid aïllat, glicina i alanina 
[81].

La galanina és un pèptid àmpliament distribuït tant en el sistema nerviós central 
com en el perifèric on modula una gran quantitat de processos fisiològics. Sʼha 
determinat que el fragment constituït pels primers 15 aminoàcids juga un paper 
crucial en la seva activitat biológica, motiu pel qual es troba altament conservat en 
les diferents espècies. Recentment sʼha descrit que la injecció intravenosa del 
fragment 1-15 de la galanina (gal (1-15)) indueix un comportament depressiu 
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acompanyat dʼansietat en rates, dʼacord amb els resultats obtinguts en les 
següents proves: forced swim test, tail suspension test, open field test i dark/light 
test [82], i molt superior a lʼinduït per el pèptid 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 depressió.

Figura 11. Representació gràfica de la galanina. La imatge mostra lʼestructura tridimensional del pèptid. 
Imatge cedida amablement per Diana Rivera.

1.2.3.3. Lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 i la depressió

Les interaccions antagonístiques GalR1-5-HT1A descrites, que tenen lloc en 
heteròmers GalR1-5-HT1A, representen un nou mecanisme integratiu en la 
neurotransmissió de serotonina que podria contribuir al desenvolupament de la 
depressió.

Aquesta associació es fonamenta en diferents evidències que sʼhan anat publicant 
al llarg del temps. Lʼany 1988 es va demostrar que la galanina intraventricular 
reduïa el metabolisme de la serotonina, tant en el còrtex límbic ventral com en 
lʼhipocamp  i en el còrtex frontoparietal [83]. Això suggeria, en base a la hipòtesi de 
la implicació de la serotonina en la depressió, que la galanina mitjançant la seva 
acció sobre els receptors de serotonina, podria contribuir a la depressió mitjançant 
una reducció del flux de lʼimpuls nerviós 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 interacció GalR-5-HT1A.

Al mateix temps també va demostrar-se que, en preparacions de membranes 
procedents del sistema límbic, concentracions nanomolars de galanina podien 
reduir lʼafinitat de la unió dʼagonistes al receptor 5-HT1A i probablement també la 
seva senyalització [83]. Més tard, aquest receptor, també va veureʼs implicat en la 
fisiopatologia de la depressió en base a lʼanàlisi postmortem de mostres cerebrals 
dʼindividus deprimits suïcides [72].

Aquesta modulació exercida per part dels receptors de galanina en els receptors 
5-HT1A donava la primera indicació de la possible existència dels heteròmers 
GalR-5-HT1A, on els receptors de galanina actuarien com antagonistes del 
reconeixement i senyalització post-sinàptica del receptor 5-HT1A, per mitjà 
dʼinteraccions receptor-receptor. Les interaccions antagonístiques GalR-5-HT1A 
representarien, per tant, un nou mecanisme integratiu de la neurotransmissió en la 
via serotoninèrgica que contribuiria a la depressió.

Lʼany 1996, es demostrava que lʼactivació dels receptors 5-HT1A en preparacions 
de membrana i seccions cerebrals incrementava el reconeixement i la 
senyalització per part del receptors de galanina en àrees diencefàliques i 
telencefàliques [84]. Així doncs, es demostrava lʼexistència dʼinteraccions 
recíproques receptor-receptor en heteròmers GalR-5-HT1A putatius. En aquests 
heteròmers, lʼactivació del receptor 5-HT1A incrementaria el reconeixement del 
pèptid de galanina i probablement la seva senyalització. Per tant semblaria que 
GalR intervé en un mecanisme de retroalimentació negatiu que esmorteeix la 
senyalització de 5-HT1A [84]. Finalment lʼany 2010 es publicava el primer article 
científic on quedava demostrada lʼexistència de lʼheteròmer GalR1-5-HT1A . En la 
figura 11 es mostra un model per a aquest heteròmer.

Pel que respecta a la possible interacció GalR2-5-HT1A i GalR3-5-HT1A, encara no 
sʼha descrit en cap  publicació. Per a lʼheteròmer GalR1-5-HT1A tot i que sʼha 
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provat la seva existència, no es coneix encara el mecanisme molecular exacte 
dʼinteracció entre els receptors, ni tant sols es té la certesa de què sigui aquest 
heteròmer i no el format per un altre tipus de receptor de galanina el que està 
implicat en la malaltia. Per aquest motiu, lʼobjectiu dʼaquesta tesi és intentar 
aportar noves evidències per tal de corroborar la participació específica dʼaquest 
heteròmer en la patologia de la depressió així com també aclarir els mecanismes 
moleculars involucrats.

Figura 12. Model molecular de lʼheterodímer GalR1-5-HT1A. En verd es mostra el receptor GalR1 i en blau  5-

HT1A. El model sʼha obtingut  mitjançant MOE i és cortesia del Dr. Juan Jesús Pérez i Cecylia Severin Lupala, 
grup de biotecnologia molecular, ETSEIB, UPC. 

1.2.3.3.1. Lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 i el zinc

Atès el poc coneixement que tenim sobre aquest heteròmer no existeix cap  estudi 
que provi la seva hipotètica relació amb el zinc, motiu pel qual és un dels 
principals objectius dʼestudi en aquesta tesi. Tampoc existeix cap treball publicat 
que relacioni el GalR1 amb  el zinc, però si que hi ha alguna evidència de la relació 
dʼaquest catió divalent amb el 5-HT1A.

Els primers estudis experimentals en el camp posaven de manifest la presència 
de butxaques dʼunió a Zn2+ en moltes proteïnes receptores. Dintre dʼaquestes 
sʼincloien els canals iònics dependents de lligand (GABAA, NMDA (receptor de 
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l'àcid n-metil-D-aspartat)...) i GPCRs (D1, D2, D4 (receptor de dopamina tipus 4), β-
adrenèrgic, 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 dʼunió 
a zinc dʼalta afinitat. Els resultats mostraven que el Zn2+ és un potent inhibidor de 
la unió de lligands a 5-HT1A, ja sigui de caràcter agonista o antagonista, a 
concentracions fisiològicament rellevants [85].

1.2.3.4. El receptor GPR39

El GPR39 és un receptor que també pertany a la classe A de la superfamília dels 
GPCRs [86] i que senyalitza mitjançant el seu acoblament a Gαs, Gαq i Gα12/13 [63]. 
Aquest receptor va ser clonat per primer cop  lʼany 1997 [87], però el seu lligand 
específic és encara un tema de debat. 

Figura 13. Resum de les diferents processos fisiològics en què està implicat el receptor GPR39. La 
informació ha estat obtinguda a partir dʼestudis amb zinc en ratolins knockout  per al gen GPR39, ratolins que 

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

En un primer moment es pensava que era el receptor del pèptid obestatina [89], 
però no es va poder confirmar ja que els resultats no es van poder reproduir. Tot i 
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això encara hi ha publicacions que suggereixen una interacció entre la obestatina i 
el GPR39 [90]. En canvi, si que existeix un consens en el fet de que lʼió zinc dóna 
lloc a lʼactivació dʼaquest receptor [91]. A més a més sʼha descrit lʼexistència de 
dues isoformes del receptor, GPR39-1a corresponent al receptor complet i 
GPR39-1b corresponent a una isoforma truncada (el receptor acaba a lʼhèlix 5). 
Es sap  que només la isoforma 1a és capaç de ser activada per zinc, mentre que 
la 1b ha estat considerada, fins al moment, inactiva [92]. De fet, es coneix 
exactament les posicions aminoacídiques on el zinc sʼuneix al receptor, que 
consisteix en un lloc dʼunió format pels residus His17, His19 i Asp313 [93].

Es tracta dʼun receptor per al qual sʼha descrit la implicació en una gran varietat 
de processos fisiològics, com ara la regulació de funcions gastrointestinals i 
metabòliques [90] i la protecció de les cèl·lules enfront lʼapoptosi [94]. També sʼha 
descrit la seva implicació en diferents malalties com ara la diabetis de tipus II [95], 
la disfunció dels illots pancreàtics [96] i el càncer [97] (figura 13). A més a més, en 
lʼactualitat diversos treballs suggereixen la seva implicació en la depressió tal i 
com sʼexplica en el següent apartat .

1.2.3.4.1. El receptor GPR39, la depressió clínica i el zinc, una tríada 
obligada.

Tal i com ja sʼha dit, els nivells deficients de zinc en sèrum semblarien ser una de 
les causes de la depressió unipolar. Sʼha demostrat recentment que hi ha una 
disminució en els nivells dʼexpressió de GPR39 en models murins en condicions 
de deficiència de zinc, que té com a conseqüència un increment en el temps 
durant el qual el ratolí es manté immòbil en els forced swim tests (associat a 
comportaments depressius) [98]. A més a més, lʼadministració dʼantidepressius 
selectius com ara escitalopram, reboxetina i bupripon, donava lloc a un augment 
de la expressió del gen [99].

Dʼacord amb la literatura, el mecanisme pel qual lʼactivació 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 lʼexpressió del brain derived neurotrophic factor, també conegut com 
BDNF. Lʼexpressió dʼaquest factor és conseqüència directa de lʼincrement en 
lʼexpressió del factor de transcripció CREB (factor de transcipció depenent de 
AMPc), que depèn de lʼactivació de AMPc (monofosfat dʼadenosina cíclic), que 
sʼactiva com a conseqüència de la cascada de senyalització iniciada per la 
proteïna Gq, a la què sʼacobla el receptor GPR39 [63].

Recentment, sʼhan publicat diferents resultats que reforcen aquesta teoria. 
Lʼadministració dʼuna dieta deficient en zinc durant 6 setmanes va donar lloc a una 
disminució dels nivells de BDNF en el còrtex frontal de ratolins [98]. 
Conseqüentment, lʼadministració 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 mRNA codificant per a BDNF [101] i la teràpia amb 
zinc incrementa els nivells de BDNF en sèrum i redueix els símptomes depressius 
en pacients afectats per la malaltia [102]. Per tant, semblaria que al menys un dels 
mecanismes pels quals el zinc està vinculat amb la depressió estaria relacionat 
amb  la seva capacitat per activar GPR39 (figura 14). Per aquest motiu, existeixen 
noves estratègies farmacològiques centrades en BDNF.

Figura 14. Possible mecanisme pel qual el GPR39 es veu 
involucrat en la fisiopatologia de la depressió. Lʼactivació 

de GPR39 per part del zinc, dóna lloc al seu acoblament a 
Gq, que té com a conseqüència un increment de 

lʼexpressió de BDNF a través de CREB. Adaptat de [63].
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Dʼacord amb  tota la informació descrita en aquest apartat i en els anteriors, 
semblaria possible que pogués haver-hi una relació entre 5HT1A-GalR1-GPR39 i 
depressió, que és bàsicament, una hipòtesi central dʼaquesta tesi.

1.3. IMMUNOPURIFICACIÓ DE GPCRs RECOMBINANTS

La determinació estructural i lʼanàlisi funcional de les proteïnes de membrana 
(GPCRs entre altres), requereix en molts casos, un sistema de producció 
recombinant i una estratègia de purificació que permeti aïllar en estat funcional la 
proteïna a estudiar. Cada GPCR específic presenta un comportament diferent en 
un hoste determinat cosa que fa que la caracterització del sistema de purificació 
adequat per a cadascun dʼells sigui una qüestió dʼassaig-error.

En referència a lʼhoste a emprar, en la majoria dels casos funcionen millor els 
cultius eucariotes. La purificació dels GPCRs es divideix conceptualment en dos 
passos: extracció de la proteïna de les membranes amb  un detergent adequat 
(solubilització) i purificació per mitjà dʼetiquetes dʼafinitat o altres sistemes. En 
aquesta tesi sʼha utilitzat lʼetiqueta corresponent a lʼepítop Rho-1D4. Cal anar molt 
en compte a lʼhora dʼescollir les condicions experimentals en aquests dos passos, 
per tal de mantenir lʼactivitat de la proteïna durant tot el procés, ja que la majoria 
de GPCRs es tornen inestables després de la seva extracció de la membrana per 
part dels detergents [103].

1.3.1. La solubilització

La selecció del detergent apropiat per a la solubilització és crucial per a que la 
purificació funcioni correctament. En aquesta tesi sʼha utilitzat, en aquest pas, el 
detergent Tritó X-100, ja que així ho recomana la 
literatura per a la purificació de GPCRs marcats 
amb lʼetiqueta 1D4 [104].
El Tritó X-100 és un surfactant no iònic format per 
una cadena dʼòxid de polietilè i un grup  4-(1,1,3,3-
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Tritó X-100. www.piercenet.com.
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tetrametilbutil)-fenil hidrofòbic [105]. Igual que la resta de detergents, la seva 
funció és substituir els lípids en els què es troba allotjada la proteïna en la 
membrana plasmàtica, de manera que aquesta sigui soluble i estable en aigua. El 
fet de contenir un grup aromàtic en la seva estructura fa que presenti absorbància 
i fluorescència intrínseques. Això fa que no es pugui utilitzar durant la purificació 
dels GPCRs, ja que generalment, la seva purificació va seguida dʼuna 
caracterització espectroscòpica.

1.3.2. La Immunopurificació

La purificació, en aquest cas en concret, es dóna per lʼaddició dʼuna etiqueta 
dʼimmunoafinitat en lʼextrem C-terminal de la proteïna, que permet que la 
purificació es dugui a terme eficientment de manera discontínua. En aquest 
apartat també és crític el tipus de detergent utilitzat per seguir mantenint 
lʼestabilitat de la proteïna. Pot utilitzar-se el mateix que sʼha utilitzat en la 
solubilització o no. El ventall de possibles detergents a utilitzar és ampli, però 
sempre cal seleccionar aquells que no presentin propietats espectroscòpiques si a 
continuació es vol analitzar la proteïna purificada per tècniques dʼaquest tipus. 
Tres dels detergents més utilitzats són els següents:

• DM  (dodecil maltòsid): detergent no iònic format per una maltosa hidrofílica i 
una cadena alquil hidrofòbica. Actualment és el més utilitzat en lʼaïllament de 
proteïnes hidrofòbiques de membrana ja que conserva la seva activitat millor 
que la majoria dels detergents [106].
• CHAPS (3-colamidopropildimetil-amoni-1-propà sulfonat): detergent 
zwitteriònic que també sʼutilitza en la solubilització de proteïnes de membrana 
degut a que en permet la conservació de lʼestat natiu i la funcionalitat [106].
• OGP (N-octil-βD-glucopiranòsid): detergent no iònic utilitzat en la purificació de 
proteïnes de membrana degut al manteniment de la forma activa dʼaquestes i la 
seva fàcil eliminació del purificat final [106].
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Lʼúltim pas en un procés dʼimmunopurificació consisteix en caracteritzar la 
proteïna purificada. Existeix una gran varietat de metodologies per portar-ho a 
terme i lʼelecció dʼunes o les altres depèn de lʼenfoc dels nostres experiments, en 
general, però, sempre cal comprovar la presència específica de la proteïna 
problema en el purificat i la funcionalitat de la mateixa.
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2. OBJECTIUS

59



60



2.1. OBJECTIUS GENERALS

 Contribuïr a lʼelucidació del mecanisme a través del qual lʼheteròmer 5-
HT1A- GalR1 participa en la malaltia de la depressió major.

 Obtenir informació sobre la relació de GPR39 amb lʼheteròmer 5-HT1A- 
GalR1.

2.2. OBJECTIUS ESPECÍFICS

 Determinar quines són les regions aminoacídiques susceptibles de 
participar en la superfície dʼinteracció entre el receptor 5-HT1A i el GalR1, 
partint de la informació existent en la literatura i a través de les tècniques de la 
mutagènesi dirigida i el FRET. 

 Purificar de forma activa i funcional els receptors GalR1, 5-HT1A i 
GPR39. Amb aquesta finalitat caldrà determinar, en cada cas, quines són les 
condicions òptimes per a dur a terme la purificació.

 Analitzar en detall el procès dʼheterodimerització entre 5-HT1A i GalR1 

per mitjà dʼespectroscòpia de SPR (surface plasmon resonance) tot 
optimitzant la tècnica per aquest tipus dʼexperiment, per tal dʼobtenir informació 
de la cinètica dʼinteracció a temps real.

 Determinar lʼefecte de lʼió Zn2+ sobre lʼheteròmer GalR1-5-HT1A, a través 
de la interpretació dels resultats obtinguts tant en els estudis de SPR (per als 
quals són necessàries les proteïnes purificades) com de FRET.

 Estudiar la possible interacció entre 5-HT1A i GPR39, mitjançant la co-
immunopurificació i el FRET. En cas positiu, determinar com modifica aquesta 
interacció la capacitat de senyalització de tots dos receptors.
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 Estudiar la possible interacció entre 5-HT1A, GPR39 i GalR1, mitjançant 
la co-immunopurificació i el FRET. En cas positiu, determinar com modifica 
aquesta interacció la capacitat de senyalització de tots tres receptors.

 Determinar lʼefecte del zinc en la interacció GalR1-5-HT1A-GPR39 i la 
seva possible implicació en la fisiopatologia de la depressió.
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3. MATERIALS I MÈTODES
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3.1. MATERIAL BIOLÒGIC

3.1.1. Línies cel·lulars

Durant la realització dʼaquesta tesi sʼhan utilitzat dues línies cel·lulars: HEK 293T i 
HEK 293S GnTi-, degut a que les seves característiques sʼajusten al tipus 
dʼexperiments a desenvolupar.
 

 HEK 293T 

- Organisme: Homo sapiens
- Teixit: ronyó (embrionari)
- Morfologia: cèl·lules petites i suaument arrodonies que creixen de manera 

dispersa.
- Tipus de creixement: adhesiu
- Descripció: línia cel·lular que permet la transfecció, replicació del DNA (àcid 

desoxiribonucleic), expressió dels gens i producció de proteïnes a partir de 
vectors portadors de l'origen de replicació SV40.

- Procedència: PHE (public health england), referència nº 12022001

 HEK 293S GnTi-:

- Organisme: Homo sapiens
- Teixit: ronyó (embrionari)
- Morfologia: tipus epitelial.
- Tipus de creixement: adhesiu
- Descripció: línia cel·lular deficient per a N-acetil-glucosaminiltransferasa I 

(GnTi) que, per tant, sintetitza proteïnes sense els  corresponents N-glicans 

complexos. Aquestes cèl·lules s’utilitzen majoritàriament per a la sobre-

expressió de proteïnes de membrana de mamífers.

- Procedència: ATCC (american type culture collection), referència nº 

CRL-3022
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3.1.1.1 Descongelació de les línies cel·lulars

Les dues línies cel·lulars esmentades  es  troben en el laboratori congelades en 

nitrogen líquid (-195.8 ºC), per tal de conservar-les indefinidament. Per a 

començar a treballar-hi se’n va extreure un vial de les mateixes que es va incubar 

a 37 ºC durant 5 min. El contingut del vial es va transferir a una placa de cultiu 

amb el medi específic de la línia en qüestió. 5 h després es va canviar el medi i 

les cèl·lules es van mantenir tal i com s’explica en el següent apartat.

3.1.1.2. Manteniment dels cultius cel·lulars

Les cèl·lules es mantenien en cultiu utilitzant com a medi DMEM (medi Dulbeccoʼs 
modified Eagleʼs) (Sigma, Espanya) per a les cèl·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 (sèrum fetal boví) (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% CO2 i una temperatura constant de 37 ºC. La divisió 
dels cultius es va realitzar en dies alterns. 

3.1.1.3. Ús de les línies cel·lulars

La línia cel·lular HEK 293T va utilitzar-se exclusivament per als experiments previs 
a la purificació de 5-HT1A-1D4 i GalR1-1D4. A partir dʼaquest moment van utilitzar-
se cèl·lules HEK 293S GnTi-.

3.1.2. Vectors

Els vectors emprats en la realització dʼaquesta tesi es divideixen en tres grups: 
vectors comercials, vectors cedits per altres investigadors i vectors de construcció 
pròpia.

66



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

- pCDNA3.1-5-HT1A 
- pCDNA3.1-GalR1 

- pCDNA3.1-GPR39 

Vectors cedits:

Vectors cedits pel Dr. Borroto Escuela, Institut Karolinska, Suècia (vegeu 
Abreviatures).
 

- pECFP-5-HT1A 
- pEYFP-GalR1 
- pEYFP-N3 
- pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro] 
- pGL4.32[luc2P/NF-κB-RE/Hygro]) 

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

- pIRES-hrGFP II 

Vectors de construcció pròpia:

- pCDNA3.1-5-HT1A-1D4 
- pCDNA3.1-GalR1-1D4
- pCDNA3.1-GPR39-1D4
- pECFP-EYFP
- pEYFP-GPR39
- pCDNA3.1-hrGFP II-5-HT1A

- pECFP-5-HT1A L42A, L43A i G44A
- pECFP-5-HT1A L380A, L381A i G382A
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- pEYFP-GalR1 F186L, C187R, W188R i E189Q

3.1.2.1 Construcció dels vectors

Per a lʼobtenció dʼaquests vectors, es va modificar els vectors originals en el 
laboratori utilitzant quatre metodologies diferents: introducció de seqüències 
curtes per PCR (reacció en cadena de la polimerasa) inversa, mutagènesi dirigida, 
introducció de nous gens per recombinació i introducció de nous gens per lligació 
(clonatge tradicional).

Introducció de seqüències curtes per PCR inversa

La tècnica de la PCR inversa consisteix en una PCR on lʼamplificació es dóna en 
direccions oposades respecte la PCR estàndard, de manera que permet inserir 
petites seqüències de DNA en el vector motlle, addicionant aquestes seqüències 
en els encebadors (cues). En aquest treball es va utilitzar aquesta tècnica per 
addicionar lʼetiqueta Rho-1D4 en els extrems C-terminals dels gens dels receptors 
continguts en els següents vectors: pCDNA3.1-5-HT1A, pCDNA3.1-GPR39 i 
pCDNA3.1-GalR1. Els encebadors utilitzats són els següents (els nucleòtids 
marcats en vermell corresponen a la seqüència de Rho-1D4, els marcats en blau 
al codó stop):

GALR1:

Fw: 5ʻACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGACTCGAGTCTAGAGGGC3ʼ 

Rv: 5ʻGGCCGGGGCCACCTGGCTCGTCTCCGTCACATGAGTACAATTGGTTG3ʼ

5-HT1A:

Fw: 5ʻACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGACTCGATAGAGGGCCCG3ʼ 

Rv: 5ʻGGCCGGGGCCACCTGGCTCGTCTCCGTCTGGCGGCAGAACTTACACT3ʼ 

GPR39:

Fw: 5ʼACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGAGAATTCTGCAGATATC3ʼ
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Rv: 5ʼGGCCGGGGCCACCTGGCTCGTCTCCGTACTTCATGCTCCTGAAAAC3ʼ

Els reactius, i les respectives concentracions utilitzades són els següents:

Taula 2. Reactius i concentracions utilitzades en la PCR.

*Lʼaddició de Tritó-X-100 només és necessària en el cas de que els encebadors 
presentin una probabilitat alta de formació dʼestructures secundàries.

El cicles de temperatura utilitzats són els següents:

Cicle 1 # # 95 ºC, 1 min
Cicles 2-3 # 95 ºC, 10 s
# # 62 ºC, 20 s
# # 72 ºC, 7 min
Cicles 4-5 # 95 ºC, 10 s
# # 60 ºC, 20 s
# # 72 ºC, 7 min
Cicles 6-7# 95 ºC, 10 s
# # 58 ºC, 20 s
# # 72 ºC, 7 min
Cicles 8-29# 95 ºC, 10 s
# # 56 ºC, 20 s
# # 72 ºC, 7 min
Cicle 30 # 72 ºC,10 min
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Reactius Quantitat Concentració
DNA motlle x 2.5 ng/μl
Primer Fw x 0.5 μg/μl
Primer Rv x 0.5 μg/μl

Tritó X-100* 0.5 μl 1%
dNTP 0.5 μl 100 mM

Tampó de la polimerasa 5 μl 5X
PfuUltra II Fusion HS 

DNA Polymerase (Agilent) 1 μl --------

Aigua MilliQ(estèril) Fins 50 μl ---------



Completat aquest procediment, el producte es va tractar amb DpnI durant 1 h a 37 
ºC, per tal dʼeliminar el DNA motlle sobrant. Seguidament, es va comprovar la 
presència del producte amplificat mitjançant electroforesi en gel dʼagarosa. A 
continuació el DNA producte va transformar-se per xoc tèrmic en cèl·lules 
competents G5C (Sigma, Espanya), tal i com indica el protocol comercial. A partir 
de les colònies obtingudes, es van inocular cultius petits (≈ 5 ml LB (medi Luria) i 
el corresponent antibiòtic), mitjançant els quals es van obtenir les corresponents 
minipreps utilitzant QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Espanya), tal i com es 
descriu en el manual dʼusuari. Finalment es va comprovar la insersió de lʼetiqueta 
Rho-1D4 en les construccions purificades mitjançant seqüenciació estàndard 
(Stabvida, Portugal). Els encebadors utilitzats fóren T7-Fw i BGH-Rv (universals) 
(Stabvida, Portugal).

Mutagènesi dirigida

El procediment de mutagènesi dirigida serveix per introduïr mutacions puntuals en 
els gens ja presents en el vector. Consisteix en la realització dʼuna PCR amb 
encebadors que presenten les mutacions que es volen incorporar en el motlle. En 
aquest treball va utilitzar-se per a obtenir les següents construccions: pECFP-5-
HT1A L42A, L43A i G44A, pECFP-5-HT1A L380A, L381A i G382A  i pEYFP-GalR1 F186L, 
C187R, W188R i E189Q. Els encebadors utilitzats van ser els següents (els 
nucleòtids marcats en vermell corresponen als que codifiquen per als aminoàcids 
mutats i subratllats es troben els nucleòtids mutats):

pECFP-5-HT1A L42A, L43A i G44A:
Fw: 5ʻCAGCTGCCACATGCCCACCGCGGCGGCCGCCATAATCAATTGGCT3ʼ

Rv: 5ʻGCGCAGAAGATGAGCGTGGCCGCCGCCAGAGAGGTGATCACTTG3ʼ

pECFP-5-HT1A L380A, L381A i G382A:

Fw: 5ʼCCAAGTGATCACCTCTCTGGCGGCGGCCACGCTCATCTTCTGCGCGG3ʼ

Rv: 5ʻCCGCGCAGAAGATGAGCGTGGCCGCCGCCAGAGAGGTGATCACTTGG3ʼ
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pEYFP-GalR1 F186L, C187R, W188R i E189Q:

Fw: 5ʼGCGCCAGCAACCAGACCTTGCGGCGGCAGCAGTGGCCCGACCCTCG3ʼ

Rv: 5ʼ CGAGGGTCGGGCCACTGCTGCCGCCGCAAGGTCTGGTTGCTGGCGC3ʼ

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 dʼhibridació proporcionals a les diferències en les 
temperatures de fusió dels diferents encebadors. També va ser igual el procés des 
de lʼobtenció de la PCR fins a la seqüenciació, amb la única diferència en els 
encebadors utilitzats per a seqüenciar. En aquest cas van ser els següents: 

Fw: 5ʻCGGGACTTTCCAAAATGTCG3ʼ
Rv-ECFP: 5ʻGCAATTGTTGTTGTTAACTTG3ʼ
Rv-EYFP: 5ʻGGAATTGCTGTACGCCAGGC3ʼ

Introducció de nous gens per recombinació

La introducció de gens per recombinació es va utilitzar per fusionar 
transcripcionalment els receptors dʼestudi a reporters fluorescents. Mitjançant 
aquesta estratègia es van obtenir els següents constructes: pEYFP-GPR39 i 
pCDNA3.1-5-HT1A-hrGFP II. El procediment es va realitzar utilitzant In-Fusion® 
HD cloning kit (Clontech, EUA), seguint el procediment indicat en el manual 
dʼusuari. Breument, en primer lloc es va amplificar els gens corresponents a 
GPR39 i hrGFP II, a partir dels vectors pCDNA3.1-GPR39 i pIRES-hrGFP II 
respectivament, tot addicionant-los-hi les cues de recombinació (seqüències 
adjuntes al punt de linealització del vector receptor (diana de restricció)). Els 
encebadors (portadors de les cues de recombinació) són els següents (els 
nucleòtids marcats en vermell corresponen a les cues de recombinació, els 
subratllats a les dianes de restricció i en blau destaquen bases addicionades per 
tal de mantenir el marc de lectura):
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GPR39:

Fw: 5ʻCTCGAGCTCGGATCCATGGCTTCACCCAGCCTCCC3ʼ

Rv: 5ʻGCGACCGGTGGATCCGCAACTTCATGCTCCTGAAAACC3ʼ

hrGFP II:

Fw: 5ʻACCGAGCTCGGATCCATGGTGAGCAAGCAGATCCTG3ʼ

Rv: 5ʻATCCATGGTGGATCCCACCCACTCGTGCAGGCTGCC3ʼ

Seguidament es va linealitzar i purificar els vectors receptors (pEYFP-N3 i 
pCDNA3.1-5-HT1A). El kit utilitzat per a la purificació va ser IllustraTM GFXTM PCR 
and gel band purification kit (GE healthcare, Espanya). A  continuació es va dur a 
terme la recombinació tal i com es descriu en el manual dʼusuari. Finalment es va 
transformar el producte resultant de la recombinació i es va procedir igualment 
com en els casos anteriors. Els encebadors de seqüenciació fóren els utilitzats 
anteriorment en les construccions obtingudes a partir del mateix vector receptor).

Introducció de nous gens per lligació:

La introducció de nous gens per lligació es va utilitzar amb la mateixa finalitat que 
en el cas anterior i mitjançant aquesta es va obtenir la següent construcció: 
pECFP-EYFP. Es va seguir el protocol corresponent a TrueORFTM cDNA Clones 
and PrecisionShuttleTM Vector System (Origene, EUA). Breument, el primer pas en 
aquest procés va consistir en amplificar el gen EYFP a partir del vector pEYFP-
GalR1 tot addicionant-hi en els extrems les dianes de restricció mitjançant les 
quals es linealitzaria, posteriorment, el vector receptor. Els encebadors utilitzats 
van ser els següents (els nucleòtids marcats en vermell corresponen a les cues de 
restricció i els marcats en blau als espaiadors):

EYFP:

Fw: 5ʼCGCAAGCTTATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG3ʼ

Rv: 5ʼCGCGGATCCCTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC3ʼ
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Un cop  addicionades les dianes de restricció, es va digerir enzimàticament i 
purificar a partir dʼelectroforesi gel dʼagarosa (utilitzant el mateix kit que en el cas 
anterior) tant el vector receptor com els fragments amplificats. A continuació es va 
tractar el vector en estat lineal amb  fosfatasa alcalina (MerkMillipore, Alemanya). 
Un cop inactivada la fosfatasa es va realitzar la lligació del fragment i el vector 
utilitzant T4 DNA lligasa (Sigma, Espanya). El resultat dʼaquesta lligació es va 
transformar en cèl·lules competents i a partir dʼaquest pas es va procedir igual que 
en les estratègies anteriors.

Com es pot veure, a excepció de la mutagènesi, totes les altres metodologies 
tenen la mateixa finalitat. La clonació per lligació correspón a lʼestratègia més 
tradicional, però també més costosa i menys eficient. La clonació per 
recombinació en canvi permet obtenir els mateixos resultats que la lligació però 
dʼuna manera més ràpida i eficient. Per últim, la PCR inversa és lʼestratègia més 
ràpida i senzilla, però només serveix per introduïr fragments curts. En la figura 16 
es resumeixen les diferents estratègies.
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Figura 16. Resum esquemàtic de les diferents estratègies de modificació de vectors per adaptar-los a les 
necessitats  experimentals. (A) PCR inversa. En aquesta PCR sʼutilitzen encebadors amb la cua corresponent 

a lʼepítop 1D4, per introduïr la seqüència a lʼextrem C-terminal del gen, amplificant en direccions oposades a 
la PCR tradicional. (B) Mutagènesi dirigida. Es tracta dʼuna PCR tradicional on els encebadors porten 

incorporades les mutacions a introduïr. (C) Introducció de gens per recombinació. Per mitjà de PCR 
sʼintrodueix en el fragment a clonar les seqüències adjacents al punt dʼinsersió del vector receptor. 

Seguidament  el vector es linealitza i es recombina amb el fragment. (D) Introducció de gens per lligació. El 
fragment a introduïr i el vector receptor es tallen utilitzant les mateixes dianes de restricció i després es 

lliguen. Prèviament sʼha introduït les dianes en el fragment per PCR.

3.1.2.2. Purificació dels vectors a escala mg

Per a tots els vectors esmentats anteriorment es va realitzar una purificació 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 lʼobtenció de 
cultius del clon portador del vector en qüestió a mitjana escala (1 L). Així doncs, 
va inocular-se (a partir dʼun minicultiu (5 ml)) 1 L de cultiu LB+antibiòtic, que va 
incubar-se ON (durant tota la nit) a 37 ºC  i en agitació a 230 rpm. Seguidament es 
va realitzar lʼextració i purificació dels plasmidis mitjançant PureLink™ HiPure 
Plasmid Filter Maxiprep Kit (Invitrogen, EUA). El protocol seguit es correspon al 
descrit en el manual dʼusuari, amb  les següents variacions (degudes a lʼincrement 
de volum del cultiu bacterià de partida): 

• Doblar quantitat indicada per a cada tampó a excepció del dʼelució.
• Filtració del lisat cel·lular precipitat amb gases estèrils abans de transferir-lo a la 
columna.

Finalitzada la purificació es va determinar la puresa i concentració de cadascuna 
de les mostres. Amb aquest objectiu es portar a terme una dilució de les mostres 
1/150 i es va enregistrar lʼespectre dʼabsorció en el rang de 230-300 nm 
mitjançant lʼespectrefotòmetre UV-Vis (Cary, EUA). Seguidament es va determinar 
la concentració de la mostra tal i com sʼexplica a continuació (figura 17).
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Exemple de càlcul (mostra GalR1-1D4):

Absorbància 260 = 0.9096
Absorbància 280 = 0.4508
Equivalència: 1 DO dsDNA (DNA de doble 
cadena) = 50 μg/ml
Factor de dilució=150
Concentració = 0.9069x50x(μg/ml)x150
=6801.755 μg/ml

La puresa es va determinar a partir de la 
següent relació: 

# # # #     Puresa dsDNA = A260/A280 [107] = 2

Es correspon a un DNA pur segons els paràmetres establerts (si 1.8 ≤ A260/A280 ≤ 2: 

mostra pura, si A260/A280 < 1.8: mostra contaminada amb proteïnes i si A260/A280 > 2: 
mostra contaminada amb RNA).

3.2. TÈCNIQUES IN VITRO DE CULTIUS CEL·LULARS

3.2.1. Transfecció transitòria en cèl·lules eucariotes

3.2.1.1. Fonaments del mètode

La transfecció és una metodologia que permet que les cèl·lules incorporin 
molècules de DNA del medi extracel·lular i que expressin els gens que aquestes 
contenen. La transfecció en cèl·lules eucariotes pot ser de dos tipus: transitòria o 
estable. En aquesta tesi, degut a la multiplicitat de vectors a transfectar sʼha 
utilitzat la transfecció transitòria química. Dintre de la transfecció transitòria 
química, existeixen múltiples sistemes, però per a aquesta tesi sʼha seleccionat la 
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transfecció amb PEI (polietilenimina). Aquest polímer permet una transfecció 
ràpida i amb una molt bona relació efectivtitat/cost, respecte a altres molècules 
comercials (Lipofectamina, Fugene HD...). El PEI és un polímer catiònic estable, 
capaç de condensar el cDNA en partícules carregades positivament que són 
capaces dʼancorar-se a les superfícies cel·lulars, ja que aquestes presenten 
càrrega negativa. Dʼaquesta manera, el complex PEI/DNA és endocitat per les 
cèl·lules i el cDNA alliberat en el citoplasma, on serà transcrit i traduït, permetent 
així la sobreexpressió de les proteïnes 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 transfecció, tant en les cèl·lules HEK 
293T com en les HEK-293S GnTi-. Depenent de les dimensions de lʼexperiment, 
va ser necessària lʼutilització de plaques de 6 pous o bé de plaques grans (145 
cm2). Tant en un cas com en lʼaltre les cèl·lules es van deixar créixer en les 
condicions indicades en lʼapartat 3.1.1.2 fins que van assolir una confluència 
dʼaproximadament un 80%. En aquest estat de confluència es van transfectar 
seguint els protocols representats en la figura 18. 
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Figura 18. Protocol de transfecció segons la dimensió de cultiu. El protocol és el mateix independentment del 
volum del cultiu.  Cal mesclar el DNA i el PEI amb  lʼOPTIMEM de manera separada i passats 5 min unir les 

dues solucions. La mescla final sʼha dʼincubar per a que el DNA interaccioni amb el PEI. En canvi, la quantitat 
de cadascun dels reactius si que varia a escala dʼacord amb el volum del cultiu. 

3.2.2. Tinció immunocitoquímica i microscòpia de fluorescència

3.2.2.1. Fonaments del mètode

La immunocitoquímica és una tècnica que permet la detecció de determinades 
molècules en cèl·lules mitjançant lʼús dʼanticossos. Es tracta dʼun mètode ràpid, 
senzill i potent, degut a lʼespecificitat dels anticossos primaris i la capacitat 
dʼamplificació del senyal per part dels anticossos secundaris, que per aquests 
tipus dʼexperiments es troben units a molècules fluorescents. En el nostre cas es 
detecta la presència específica de GPCRs. En aquest tipus de receptors, és una 
tècnica àmpliament utilitzada per detectar-ne la seva presència, detectar 
interaccions entre ells així com també seguir el seu tràfic dintre la cèl·lula [109]. 
Degut a la diversitat de receptors a detectar, enlloc dʼutilitzar-se anticossos 
específics per al receptor, sʼutilitzen anticossos específics per a les etiquetes amb 
què aquests estan marcats (1D4, ECFP i variants). 

Així doncs, mitjançant microscòpia de fluorescència, es detecta la fluorescència 
corresponent a lʼanticòs secundari que està unit al primari, que al seu torn està 
unit a la proteïna dʼinterès, que per tant, ens permet determinar la localització 
cel·lular del receptor estudiat.

3.2.2.2. Protocol experimental

Les cèl·lules es van sembrar en plaques de 6 pous on prèviament sʼhavien 
introduït cobreobjectes (estèrils). Seguidament es van transfectar tal i com es 
descriu en lʼapartat 3.2.1.2 amb els cDNA corresponents als receptors a 
visualitzar. Les cèl·lules es van rentar amb PBS, 24 h després de la transfecció, i 
fixar amb formalina 10% (Sigma, Espanya) durant 20 min. Després de rentar-les 
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dos cops amb PBS, les cèl·lules es van bloquejar amb tampó de bloqueig (vegeu 
apartat 3.6) durant 1 h a RT (temperatura ambient). A continuació les cèl·lules es 
van incubar amb  lʼanticòs primari, es van rentar amb PBS i es van incubar amb 
lʼanticòs secundari. Les condicions específiques de cada incubació depenien del 
tipus dʼanticòs i aquest de la proteïna específica que es volia visualitzar en cada 
ocasió. Utilitzant aquesta metodologia es van realitzar dos tipus dʼexperiments 
diferents:

- Comprovació de la correcta expressió i localització dels receptors portadors 
dʼetiquetes i mutacions.
- Comprovació de la colocalització entre els receptors 5-HT1A-1D4 i GPR39-
EYFP. En aquest experiment, primer es va marcar un receptor amb anticòs 
primari i secundari i després lʼaltre.

En la taula 3 es troben resumits els anticossos utilitzats dʼacord amb les etiquetes 
del receptor en concret, així com les seves condicions dʼús.

Taula 3. Condicions de treball amb anticossos en experiments dʼimmunocitoquímica. Cada etiqueta, 
normalment,  requereix un anticòs primari específic, a excepció de ECFP i EYFP que degut a la seva 

semblança de seqüència són reconegudes pel mateix anticòs. Cada anticòs primari necessita un anticòs 
secundari adequat que presenti un marcatge fluorescent. Les condicions dʼincubació depenen de cada 

anticòs i sʼhan determinat experimentalment.
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Etiqueta Ac. primari Incubació
ac. primari Ac. secundari Incubació ac. 

secundari

ECFP Anti-EGFP 
(MBL)

ON
1/200

Anti-rabbit -Alexa 
Fluor 555 (Life 
tecnologies)

1 h
1/200

EYFP Anti-EGFP 
(MBL)

ON
1/200

Anti-rabbit-Alexa 
Fluor 555 (Life 
tecnologies)

1 h
1/200

Rho-1D4 1D4 (Cell 
Essentials)

1h
1/2000

anti-mouse FITC 
(Sigma)

1 h
1/200



Finalment, els cobreobjectes es van recollir i muntar cobrint les preparacions amb 
Vectashield Mounting Medium with DAPI (Vector Labs, RU). Les imatges fóren 
adquirides mitjançant microscòpia invertida de fluorescència, utilitzant el 
microscopi Nikon Eclipse Ti (Isaza, Espanya).

3.2.3. Assajos de senyalització mitjançant luciferasa

3.2.3.1. Fonaments del mètode

Els assajos de senyalització basats en luciferasa constitueixen mètodes per a 
caracteritzar l'expressió gènica, que a més, permeten detectar variacions molt 
petites en la transcripció de gens. Es tracta dʼun sistema en què es sintetitza un 
determinat factor de transcripció com a conseqüència dʼuna cascada de 
senyalització que, en aquest cas, té el seu origen en lʼactivació dʼun GPCR. La 
síntesi dʼaquest factor de transcripció es detecta per lʼactivitat enzimàtica dʼuna 
proteïna fusionada a aquest factor de transcripció (figura 19). Tot i això, aquesta 
tècnica presenta un inconvenient 
que consisteix en que la lectura i 
lʼactivació estan separades per un 
llarg espai de temps, i per tant, no 
és a temps real [110]. 

Es conegut que lʼactivació dʼun 
mateix GPCR pot donar lloc a 
d i f e r e n t s c a s c a d e s d e 
senyalització, tot depenent del 
subtipus de proteïna G que sʼhi 
acobli. Aquestes cascades acaben 
donant l loc a l ʼexpressió de 
diferents factors de transcripció 
específics per a cadascuna dʼelles 
[110]. Així doncs, lʼús dʼaquest 
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Figura 19. Diagrama esquemàtic dels fonaments 
bioquímics de lʼassaig gene reporter assay. Es 

representen de manera molt general algunes de les 
cascades de senyalització que desencadenen els 

GPCRs com a conseqüència de lʼacoblament a una 
determinada proteïna G. Imatge obtinguda de 

www.promega.es. 

http://www.promega.es
http://www.promega.es


sistema per als diferents factors de transcripció coneguts, corresponents a les 
diferents vies de senyalització, activades per les diferents proteïnes G, permet 
conèixer quines vies de senyalització utilitza un determinat receptor per enviar la 
informació al nucli, i el grau dʼactivació del mateix enfront a diferents condicions 
(figura 19).

3.2.3.1. Protocol experimental

Dʼentre els diversos kits comercials existents, en aquest experiment es va escollir 
el kit Bright-Glo™ Luciferase Assay System (Promega, Espanya) per detectar 
lʼactivació dels receptors a través de la mesura indirecta de lʼexpressió de factors 
de transcripció. Els vectors portadors dels factors de transcripció en qüestió 
contenien, com ja sʼha mencionat anteriorment, el gen de la luciferasa controlat 
transcripcionalment pels factors de transcripció. Aquests eren els següents: 
pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro] i pGL4.32[luc2P/NF-κB-RE/Hygro] i per tant els 
factors de transcripció eren el SRE (factor de transcripció sèric) i el NF-κB-RE 
(factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les cèl·lules B 
activades). Les cèl·lules, tant les HEK 293T com les HEK293S GnTi-, es van 
cotransfectar, en cada cas, amb el corresponent factor de transcripció fusionat a la 
luciferasa i el receptor lʼactivitat del qual havia de ser analitzada. Les transfeccions 
es van dur a terme sempre en condicions dʼequivalència entre el cDNA codificant 
per al receptors i el codificant per al factor de transcripció. En el cas de lʼanàlisi de 
lʼactivitat de diferents receptors al mateix temps (heterocomplexos), també es van 
transfectar quantitats equivalents per a cada receptor. Les cèl·lules es van 
transferir a plaques blanques de 96 pous (Perkin Elmer, EUA) en medi sense 
FBS, 24 h després de la transfecció. Després dʼuna nova incubació de 24 h, les 
cèl·lules es van incubar amb els agonistes corresponents als receptors dʼestudi en 
OPTIMEM, durant 4 h. El 8-OH-DPAT (8-Hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralin 
hidrobromur) (Tocris, RU) a una concentració de 100 μM va utilitzar-se per a 
estimular el receptor 5-HT1A, el ZnCl2 (clorur de zinc) (Sigma, Espanya) a 100 μM 
per a GPR39 i gal (1-29) (Sigma, Espanya) a 1 μM per al receptor GalR1. 
Lʼactivitat 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, Suïssa), 
utilitzant les condicions estàndard de lectura de luminescència. Els experiments 
es van dur a terme per triplicat, i es van mesurar quatre rèpliques per a cada 
condició en cada repetició. Lʼanàlisi estadística dels resultats es va realitzar 
mitjançant 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 
diferència significativa.

3.2.4. FRET

3.2.4.1. Fonaments del mètode

Els orígens dʼaquest mètode es remunten a lʼany 1920, quan es va descriure per 
primer cop la transferència dʼenergia dʼexcitació entre dues molècules. Però no va 
ser fins lʼany 1946 quan Theodor Föster va publicar la teoria de transferència 
dʼenergia per ressonància (Förster Resonance Energy Transfer, FRET) [111]. 

Es tracta dʼun mètode biofísic basat en la transferència dʼenergia d'excitació no 
radiant entre dos dipols electromagnètics perpendiculars, és a dir, des dʼun 
cromòfor (donador) en estat excitat a una altre cromòfor que es trobi a una 
distància inferior a 10 nm (acceptor). Això es degut a que lʼeficiència de la 
transferència dʼenergia entre totes dues molècules es proporcional a lʼinversa de 
la sisena potència de la distància [111]. A més a més, ha dʼexistir un solapament 
entre lʼespectre dʼemissió del donador i el dʼexcitació de lʼacceptor, de manera que 
part de lʼenergia emesa pel donador sigui transferida a lʼacceptor, i aquest emeti 
com si hagués estat excitat directament [112].

Tenint en compte que aquesta tècnica permet detectar molècules que es troben 
en posicions properes i possiblement interactuant, això la converteix en una 
tècnica amb diferents aplicacions, dʼentre les quals destaca la detecció 
dʼinteracció entre proteïnes [113]. En aquesta tesi en concret, aquesta tècnica sʼha 
emprat per a estudiar la interacció entre GPCRs en cèl·lules vives. Això ha estat 
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possible gràcies a la fusió transcripcional dels receptors a proteïnes fluorescents 
(GFP i les seves variants), que compleixen les característiques per utilitzar-se 
com a cromòfors per al FRET. Les proteïnes fluorescents, dʼacord amb les seves 
característiques espectrals, sʼagrupen en parelles (una actua dʼacceptor i lʼaltra de 
donador) anomenades parelles de FRET. En aquesta tesi sʼhan utilitzat les 
següents parelles: ECFP-EYFP i hrGFP II-EYFP.

Existeixen diferents mètodes per a mesurar el FRET (Acceptor Photobleaching, 
FLIM-FRET...) [114]. En aquesta tesi sʼha utilitzat el mètode dʼemissió 
sensibilitzada (figura 20), en el qual la fluorescència de lʼacceptor és induïda 
després de lʼexcitació del donador. Dintre dʼaquesta metodologia específica de 
mesura del FRET, en aquesta tesi sʼha utilitzat diferents variants tal i com es 
descriu en el següent apartat.

Figura 20. FRET entre CFP i YFP. (A) Absència de FRET: lʼemissió de CFP no aconsegueix excitar YFP. (B) 
Presència de FRET: lʼemissió de CFP és absorbida per YFP que emet com si hagués estat excitada 

directament. Imatge cedida per Diana Rivera Rodríguez, adaptació de [114].

3.2.4.2. Protocol experimental

En aquesta tesi la tècnica del FRET va portar-se a terme utilitzant tres 
metodologies diferents i amb finalitats també diferents:

82

A B



En primer lloc va utilitzar-se per a determinar lʼespecificitat dʼinteracció entre 
dues proteïnes, en aquest cas GPCRs. El mètode utilitzat va ser lʼassaig de 
saturació, també conegut com a assaig de titració. Per a dur a terme aquests 
assajos, les cèl·lules es van transfectar en plaques de 6 pous amb les següents 
parelles de FRET (vegeu Abreviatures) i en les següents ràtios acceptor/donador 
dʼacord amb lʼexperiment en qüestió (taula 4).

Taula 4. Condicions de transfecció per als experiments dʼespecificitat de FRET. Es descriu la parella de 
receptors entre els quals es donarà la interacció i les diferents proporcions acceptor/donador que sʼutilitzaran 

en cada experiment.

Dos dies després de la transfecció, les cèl·lules es van recollir i resuspendre amb 
PBS complementat amb  0.1 g·l-1 CaCl2 (clorur de calci), 0.1 g·l-1 MgCl2 (clorur de 
magnesi) i 0.1 g·l-1 D-glucosa (Sigma, Espanya). A continuació les cèl·lules es van 
transferir a plaques de 96 pous de color negre (Greiner Bio-One, Austria). La 
concentració cel·lular va determinar-se mitjançant un kit de quantificació proteica 
(Fluka, Espanya). Seguidament es va enregistrar lʼemissió puntual de 
fluorescència, utilitzant el lector de fluorescència Infinite M200 (Tecan, Suïssa), en 
les següents condicions, dependents de la parella de FRET utilitzada en cada cas 
(vegeu taula 5).
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Acceptor (A) Donador (D) Proporció A/D (μg/μg)

5-HT1A-ECFP GalR1-EYFP 0/1, 0.5/5, 1/1, 2/1, 3/1,4/1

5-HT1A-ECFP-1 GalR1-EYFP 0/1, 0.5/5, 1/1, 2/1, 3/1,4/1

5-HT1A-ECFP-2 GalR1-EYFP 0/1, 0.5/5, 1/1, 2/1, 3/1,4/1

5-HT1A-ECFP GalR1-EYFP-1 0/1, 0.5/5, 1/1, 2/1, 3/1,4/1

5-HT1A-hrGFP II GPR39-EYFP 0/1, 0.5/5, 1/1,1.5/1, 2/1, 3/1,4/1, 5/1.

Parella de 
FRET

Condició 1
(Donador)

Condició 2
(Acceptor)

Condició 3
(FRET)

ECFP-
EYFP

λ excitació=420 nm
λ emissió=485 nm

λ excitació=500 nm
λ emissió=530 nm

λ excitació=420 nm
λ emissió=530 nm

hrGFPII-
EYFP

λ exitació=485 nm
λ emissió=516 nm

λ exitació=415 nm
λ emissió=546 nm

λ excitació=485 nm
λ emissió=546 nm



Taula 5. Condicions dʼenregistrament de fluorescència puntual per als  experiments dʼespecificitat  de FRET. 

En la condició 1 es detecta lʼemissió del donador després dʼexcitar-lo directament. En la condició 2 es fa el 
mateix amb lʼacceptor i en la condició 3 es detecta lʼemissió de lʼacceptor com a conseqüència de lʼexcitació 

del donador, fenomen conegut com a FRET.

La quantificació del FRET entre els diferents parells de receptors és va realitzar 
seguint el protocol de càlcul prèviament descrit per a aquesta metodologia [115].

En segon lloc es van realitzar experiments en els què es va enregistrar tot 
lʼespectre corresponent al FRET (455-560 nm) després dʼexcitar a 420 nm, amb 
dos objectius diferents: corroborar els resultats obtinguts mitjançant les 
corbes de saturació (1) i determinar modificacions en la transferència 
energètica degudes determinades condicions de transfecció (2). Lʼexposició 
a diferents substàncies es va realitzar des del moment de la transfecció fins a la 
recol·lecció de les cèl·lules, que va realitzar-se tal i com sʼha descrit per a les 
corbes de titració. En la taula 6 es resumeixen els diferents tipus dʼexperiments 
realitzats.
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Parelles FRET Ràtio 
A/D Altres Control 

negatiu
Exposició 

control negatiu Motiu

5-HT1A-ECFP+ 
GalR1-EYFP

1/1 No No No 1

5-HT1A-ECFP-1+ 
GalR1-EYFP

1/1 No No No 1

5-HT1A-ECFP-2+ 
GalR1-EYFP

1/1 No No No 1

5-HT1A-ECFP+ 
GalR1-EYFP-1

1/1 No No No 1

5-HT1A-ECFP+ 

GalR1-EYFP
1/1

ZnCl2 (5 μM, 
50 μM, 100 
μM i 200 μM)

pECFP-
pEYFP

ZnCl2 (5 μM, 50 
μM, 100 μM i 200 

μM)
2

5-HT1A-ECFP+ 
GalR1-EYFP

1/1/1 GPR39 
(cotransfecció)

pECFP-
pEYFP

GPR39 
(cotransfecció) 2



Taula 6. Condicions experimentals emprades per a lʼenregistrament 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 són lʼexposició dels cultius a diferents concentracions de ZnCl2 o la 
cotransfecció amb un tercer receptor a part dels  portadors dels  reporters fluorescents. La columna control 

negatiu indica si lʼexperiment necessita un control negatiu i de quin es tracta, a més a més també sʼespecifica  
les condicions experimentals en què sʼhan de dur a terme aquests controls  negatius. Finalment la darrera 

columna indica quina és la finalitat de lʼexperiment en qüestió dʼentre les dues que apareixen en el paràgraf 
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 
lʼefecte de la galanina, tant gal (1-29), gal (1-15), com la col·lecció de mutants 
dʼaquesta última sobre lʼheteròmer 5-HT1A-ECFP-GalR1-EYFP. Les seqüències 
dels pèptids utilitzats són les següents:

 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 cotransfecció dels receptors 5-HT1A-ECFP i GalR1-EYFP es va 
realitzar exclusivament a una ràtio 1/1. Lʼexposició, igual que en el cas del zinc, es 
va fer des del moment de la transfecció fins al de la lectura, i a una concentració 
de 1 μM en tots els casos. La recol·lecció de les cèl·lules es va fer igualment com 
en els casos anteriors. Seguidament es va procedir a lʼenregistrament de valors 
puntuals dʼemissió, tal i com sʼindica en la taula 4 per a aquest parell específic de 
FRET. Finalment es va calcular el valor de FRET per aquesta ràtio utilitzant la 
metodologia de càlcul anteriorment esmentada [115].

3.

3.3. IMMUNOPURIFICACIÓ DE GPCRS MARCATS AMB 

LʼETIQUETA 1D4

3.3.1. Immunopurificació

3.3.1.1. Fonaments del mètode

La immunopurificació consisteix en lʼobtenció de la forma pura dʼuna proteïna a 
partir dʼun lisat cel·lular. Sʼaconsegueix mitjançant lʼús dʼanticossos específics per 
a la proteïna a purificar, o bé per a una etiqueta de la mateixa, en aquest cas 
Rho-1D4. Aquests anticossos es troben units a polímers de polisacàrids (sefarosa, 
agarosa...) que permeten la seva precipitació, i per tant la de la proteïna, 
separant-la de la resta del lisat. En aquesta tesi, les proteïnes a purificar eren 
receptors de membrana, de manera que es partia dʼun lisat cel·lular obtingut per 
solubilització. Això es així, perquè les proteïnes de membrana no són estables en 
un medi aquós, de manera que com a pas previ a la seva purificació, sʼhan de 
solubilitzar amb un detergent que mimetitzi lʼentorn hidrofòbic en què aquestes es 
trobaven en la membrana cel·lular, i així poder purificar-les de forma estable.
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3.3.1.2. Protocol experimental

Atès que es tractava del primer cop que es purificaven els receptors esmentats, el 
protocol es pot considerar nou, però basat en protocols previs de purificació 
dʼaltres GPCRs amb la mateixa etiqueta [104].

Els constructes corresponents als receptors a purificar es van transfectar en 
cèl·lules HEK-293S GnTi-, tal i com sʼha indicat anteriorment. Les cèl·lules es van 
recollir, 48 h després de la transfecció, per centrifugació a 4000 g durant 5 min. El 
precipitat obtingut es va solubilitzar en un volum de 10 ml per placa recollida, en 
tampó de solubilització (vegeu apartat 3.6) amb 100 μM PMSF (fluorur de 
fenilmetilsulfonil) i 1 μM de lʼagonista 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 ºC. 
El solubilitzat cel·lular resultant va ser centrifugat a 35000 rpm durant 35 min a 4 
ºC. El sobrenedat obtingut en aquesta centrifugació es va incubar amb sefarosa 
activada per bromur de cianògen 4B Fast Flow (GE healthcare, Espanya) 
conjugada amb lʼanticòs Rho-1D4 (Cell Essentials, EUA) durant 2.5 h, en agitació 
suau i a 4 ºC. Seguidament, es va recuperar la reïna de sefarosa i es va netejar 
amb  tampó de rentat. Lʼúltim pas va consistir en lʼelució de la proteïna que es va 
dur a terme durant 3 h en tampó dʼelució amb 0.5 mM del pèptid Rho-1D4 9-mer 
(TETSQVAPA) (Unitat de Tècniques Separatives i Síntesi de Pèptids, Universitat 
de Barcelona, Espanya). Finalment les proteïnes purificades es van detectar 
mitjançant Western blot i blue native PAGE (electroforèsi en gel d'acrilamida). Les 
condicions del Western blot són les següents:

# Anticòs primari: Rho-1D4, (1/10000) 1 h RT
# Anticòs secundari: anti-mouse-IgG-HRP (1/5000) 1 h RT.
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3.3.2. Co-immunopurificació

3.3.2.1. Fonaments del mètode

La co-immunopurificació consisteix exactament en el mateix mètode que la 
immunopurificació, però, en aquest cas, es purifiquen dues proteïnes al mateix 
temps: la que és reconeguda per lʼanticòs i una altra que interacciona amb 
aquesta. En els experiments duts a terme en aquesta tesi, el protocol de 
purificació no experimenta cap modificació, però si el de transfecció, cal 
transfectar tots dos receptors, el que presenta lʼetiqueta i el que suposadament 
interacciona amb aquest últim. A més a més, cal realitzar un pas previ a la 
solubilització dels receptors, per tal de fixar les suposades interaccions entre les 
proteïnes mitjançant un crosslinking químic, i així estabilitzar els possibles 
complexos, de manera que aquests siguin més resistents a les diferents etapes 
del procés. Lʼagent utilitzat per al crosslinking és el DMA (dimetil apimidat), un 
agent permeable que conté grups imidoester que reaccionen amb els grups amino 
de les proteïnes [116].

3.3.2.2. Protocol experimental

Previ a la co-immunopurificació, per tant, es van realitzar les següents 
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, dímer)
•5-HT1A-1D4+GPR39-1D4+ GalR1 (mostra 2, trímer)

Les cèl·lules es van tractar, 48 h després de la transfecció, amb  DMEM-F12 
complementat amb 10 mM DMA (Sigma, Espanya) a pH 8-9, durant 1 h a RT. 
Després les cèl·lules es van recollir i purificar seguint exactament el mateix 
protocol que en el cas anterior. Per tal de detectar la co-immunopurificació, es van 
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fer tres Western blots (seguint el protocol que es descriurá més endavant) a partir 
dʼuna mateixa membrana, regenerada mitjançant Western blot stripping buffer 
(Thermo Scientific, França) entre cada blot. Les condicions de cada blot es 
resumeixen en la taula 7.

Detecció Anticòs primari Condicions 
ac.primari

Anticòs 
secundari

Condicions 
ac.secundari

Etiqueta 
1D4

1D4 (Cell 
Essentials)

1 h
1/2000

Anti-mouse-IgG-
HRP

1 h
1/5000

Etiqueta 
EYFP Anti-EGFP (MBL) ON

1/100
Anti-rabbit-IgG-

HRP
1 h

1/5000

Receptor 
GalR1

Anti-GalR1
(Santa Cruz 

Biotecnology)
ON

1/100
Anti-goat-IgG-

HRP
1 h

1/5000

Taula 7. Condicions de treball amb anticossos en els blots corresponents a la co-immunopurificació. Com ja 
sʼha descrit  en taules anteriors,  es necessita una anticòs específic per a cada etiqueta o receptor (en el cas 

de que aquest no estigui marcat). Les condicions dʼincubació han estat determinades experimentalment.

Figura 21. Representació esquemàtica de la immnopurificació i la co-immunopurificació. En la 
immunopurificació només hi participa un receptor, mentre que en la co-immunopurificació hi participa el 

receptor que serà reconegut  per lʼanticòs i un altre que hi interacciona,  de manera que es purificarà el 
complex format per tots dos i reforçat mitjançant un crosslinking químic. El protocol és el mateix en tots dos 

casos:  una etapa de solubilització seguida de la purificació mitjançant lʼanticòs 1D4, específic per al marcatge 
Rho-1D4 que tenen les proteïnes.
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3.3.2. Quantificació de la proteïna purificada

Per tal de quantificar la proteïna purificada, es va enregistrar lʼespectre de la 
mostra eluïda entre 250 nm i 320 nm, de la mateixa manera que en el cas de la 
quantificació del cDNA, però sense diluir la mostra i tenint el compte que el màxim 
dʼabsorció dʼuna proteïna correspon als 280 nm. Els coeficients dʼextinció molar 
dels receptors dʼestudi són els següents:

Taula 8. Coeficients dʼextinció molar (ε) dʼacord amb ProtParam (http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam)  
corresponents als diferents receptors purificats.

3.4. TÈCNIQUES IN VITRO A PARTIR DE RECEPTORS PURIFICATS

3.4.1. Western Blot

3.4.1.1. Fonaments del mètode

El Western Blot és una tècnica que permet la detecció específica de proteïnes 
prèviament separades mitjançant un gel SDS-PAGE, a través de lʼús dʼanticossos. 
Igualment com en el cas de la immunocitoquímica, les proteïnes són detectades 
per un anticòs primari, que al seu torn és reconegut per un anticós secundari que 
amplifica el senyal i en permet la detecció. 

3.4.1.2. Protocol experimental

Per a la realització dels diferents Western blots utilitzats en la tesi, es va mesclar 
500 ng de la mostra en qüestió amb  tampó de càrrega desnaturalitzant (vegeu 
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Receptor ε (M-1cm-1) Codi ProtParam

5-HT1A 57255 P08908

GalR1 55515 P47211

GPR39 58620 O43194

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 dʼun gel de poliacrilamida 
SDS-PAGE. La composició del gel queda descrita en la taula 9.

Taula 9. Composició dels  gels SDS-PAGE. Abreviatures:  APS (persulfat dʼamoni), SDS (dodecil sulfat de 
sodi) TEMED (N,N,Nʼ,Nʼ-tetrametil-etilendiamina), tris (tris(hidroximetil)aminometà).

Els gels es van córrer durant 40 min a 250 V en tampó de correguda Laemmli i 
utilitzant el marcador de pes molecular pre-tenyit SDS7B2 (Sigma, Espanya). 
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GEL APILADORGEL APILADORGEL APILADORGEL APILADOR

Reactiu Concentració 
Inicial

Concentració
final Volum

 Aigua destil·lada - - 2.9 ml

 Tris-HCl (Bio-
Rad)  0.5 M pH 6.8 0.125 M 1.25 ml

 Acrilamida/
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

GEL SEPARADORGEL SEPARADORGEL SEPARADORGEL SEPARADOR

Reactiu Concentració 
Inicial

Concentració
final Volum

 Aigua destil·lada - - 1.25 ml

 Tris-HCl (Bio-
Rad) 1.5 M pH 8.8 0.75 M 5 ml

 Acrilamida/
Bisacrilamida  37.5%/0.8% 12%/0.50% 3.2 ml

SDS 10% 0.1%  0.1 ml

APS 10% 0.1%  0.1 ml

TEMED 10% 0.05%  0.05 ml



Seguidament les proteïnes es van transferir a membranes de nitrocel·lulosa 
(Sigma, Espanya) mitjançant lʼus del Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad, Espanya) en tampó de transferència. Acabada la transferència, les 
membranes es van bloquejar amb tampó de bloqueig i incubar amb  lʼanticòs 
corresponent a lʼexperiment en concret. Entre cada incubació la membrana era 
rentada tres cops amb  tampó TTBS (vegeu apartat 3.6 per a la composició dels 
tampons). Les transferències es van revelar utilitzant el substrat SuperSignal West 
Pico Chemiluminiscent Substrate (Luminol/H2O2) (ThermoFisher Scientific, 
França), mitjançant lʼexposició a paper de raig X.

3.4.2. Gels natius (Blue-Native PAGE).

3.4.2.1. Fonaments del mètode

Els gels natius són gels de poliacrilamida que difereixen respecte als SDS-PAGE 
per lʼabsència dʼagents desnaturalitzants en la seva composició. Dʼentre els 
diferents tipus de gels desnaturalitzants existents, en aquesta tesi sʼha utilitzat el 
Blue Native PAGE. Aquest tipus de gel natiu utilitza el colorant Coomassie, que es 
capaç dʼunir-se a les proteïnes de membrana com a conseqüència de les seves 
propietats hidròfobes. La unió de moltes molècules de colorant a aquest tipus de 
proteïnes els hi confereix una basicitat que els hi permet migrar en absència 
dʼagent desnaturalitzant [117]. Aquesta tècnica permet la ressolució de les 
proteïnes dʼacord al seu pes molecular [118], permetent determinar lʼestat natural 
dʼoligomerització en què es troben les proteïnes purificades, la qual cosa és de 
vital importància en aquesta tesi, sobretot tenint en compte que els agents 
desnaturalitzants sólen donar lloc a lʼagregació artefactual dels GPCRs.

3.4.2.2. Protocol experimental

Per a la realització dels diferents gels natius utilitzats, es va mesclar 2 μg de la 
mostra en qüestió amb tampó de càrrega natiu (vegeu apartat 3.6) i carregar en 
un tricine blue native PAGE gel. El gel es va deixar córrer durant 4 h a 100 V i RT. 
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Com a marcadors de pes molecular va utilitzar-se un estàndard de BSA (Sigma, 
Espanya),  així com també el marcador NativeMark™ Unstained Protein Standard 
(Life technologies, EUA). Vegeu la composició del tampó de correguda en lʼapartat 
3.6. La composició del gel es troba descrita en la taula 10.

Taula 10. Composició dels Blue native PAGE gels. Abreviatures: bis-tris (bis(2-hidroxietil)-amino-tris
(hidroximetil)-metà).
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GEL SEPARADORGEL SEPARADORGEL SEPARADORGEL SEPARADOR

Reactiu Concentració 
Inicial

Concentració 
final Volum

 Aigua destil·lada - - 4 ml

Bis-Tris 1 M pH 8.8 2.5 mM 0.4 ml

 Acrilamida/
Bisacrilamida  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 APILADORGEL APILADORGEL APILADORGEL APILADOR

Reactiu Concentració 
Inicial

Concentració 
final Volum

 Aigua destil·lada - - 4 ml

Bis-Tris 1 M pH 8.8 2.5 mM 0.25 ml

 Acrilamida/
Bisacrilamida  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



El fet de que el tampó de correguda ja portés incorporat el Coomassie permetia 
que el gel es tenyís al mateix temps que es donava el desplaçament de les 
proteïnes. Dʼaquesta manera, un cop  corregut el gel només era necessari 
destenyir amb tampó de destenyir o alternativament amb aigua. Les imatges es 
van obtenir mitjançant el sistema ChemiDoc XRS equipat amb  el programari  
Quantity one (Bio-Rad, Espanya).

3.4.3. Assajos dʼestabilitat proteica per fluorescència

3.4.3.1. Fonaments del mètode

Aquest mètode està basat en les propietats fluorescents intrínseques de les 
proteïnes en general i els GPCRs en particular. És a dir, es pot conèixer lʼestat de 
lʼestructura terciària dʼuna proteïna en funció del seu espectre dʼemissió.

Quan una proteïna es troba en un ambient hidrofòbic, corresponent a lʼestat plegat 
o natiu, la seva intensitat de fluorescència intrínseca és alta. Això és així perquè el 
rendiment quàntic dels aminoàcids implicats en aquesta (triptòfans 
majoritàriament) també ho és. En canvi en un ambient hidrofílic, corresponent a 
lʼestat desplegat, el rendiment quàntic decreix i en conseqüència la intensitat de 
fluorescència disminueix. A més a més, lʼentorn també modifica la λ (longitud 
dʼona) a la que es dóna el pic dʼemissió, estant desplaçat cap  a la part infraroja de 
lʼespectre quan aquest es més hidrofílic, i per tant, a la part ultraviolada de 
lʼespectre quan aquest és més hidròfobic [119]. Per tant, la combinació de 
tractaments que modifiquen lʼestat de lʼestructura terciària de la proteïna amb 
lʼespectroscòpia de fluorescència, permet estudiar-lo mitjançant espectroscòpia de 
fluorescència.

3.4.3.2. Protocol experimental

Les proteïnes purificades a una concentració de 1 μM, o bé L-Trp  (triptòfan) a 12 
μM, van ser exposades a DTT (ditrioteitol) (Sigma, Espanya), a les següents 
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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 lʼespectre després de cada incubació. La longitud dʼona dʼexcitació 
era 295 nm i el rang dʼemissió enregistrat era de 310-400 nm. Les mateixes 
condicions van utilitzar-se per exposar les proteïnes a 10 mM DTT conjuntament 
amb  6 M GndHCl (clorur de guanidini). En tots els casos els espectres van ser 
corregits per a la fluorescència corresponent al tampó de dilució i al DTT així com 
també per al GndHCl. Les dades van ser enregistrades mitjançant un 
espectrofluorímetre 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 dʼactivació de proteïna G

3.4.4.1. Fonaments del mètode

Aquest mètode, igual que en el cas anterior, està basat en la fluorescència 
intrínseca de les proteïnes, i en aquest cas de les proteïnes G que sʼacoblen als 
receptors objecte dʼestudi, Gαi1 i Gαi2 (subunitats alfa de les proteïnes G). 
Lʼactivació dʼaquestes proteïnes per part dels receptors té com a resultat un canvi 
conformacional degut a la hidròlisi del GTP. Aquest canvi pot ser monitoritzat 
seguint la fluorescència dʼun residu de triptòfan específic, que a més, sempre es 
tradueix en un increment de lʼemissió de fluorescència per part dʼaquest triptòfan, 
sempre que es tracti de proteïnes G correctament plegades i actives [120].

3.4.4.2. Protocol experimental

Atès que era el primer cop  que es realitzava aquest experiment per a GalR1 i 5-
HT1A, va prendreʼs com a protocol de partida lʼutilitzat per a determinar la 
funcionalitat de la transducina després de la seva activació per la rodopsina [120]. 
Aquest es va modificar successivament fins a adaptar-lo satisfactòriament als 
nostres receptors .
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Les subunitats Gα corresponents a les proteïnes Gi1 i Gi2 es van adquirir 
comercialment de Prospec (Ness Ziona, Israel). Lʼactivitat dels receptors 5-HT1A i 
GalR1 es van obtenir mesurant la capacitat dʼactivació de Gi1 i Gi2, 
respectivament, per part dels mateixos. Atès que els receptors es trobaven 
purificats ja units als corresponents lligands, els experiments dʼactivació es van 
dur a terme monitoritzant la fluorescència intrínseca de les subunitats α (de les 
proteïnes G esmentades), abans i després de lʼaddició de GTPγS (5'-O-[gamma-
tio]trifosfat de guanosina). Va utilitzar-se el mateix espectrofluorímetre que en els 
casos anteriors, però en aquest cas va enregistrar-se la fluorescència emesa a 
338 nm, com a conseqüència de lʼexcitació a 280 nm, al llarg del temps. Les 
condicions experimentals van ser les següents: 5 nM receptor, 100 nM subunitat 
Gα, 25 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl (clour de sodi), 5 mM MgCl2, 2.5 mM DTT, 
0.06% DM. Una concentració de 30 μM de GTPγS es va addicionar a la mostra 
un cop sʼhavia estabilitzat lʼemissió de la proteïna .

3.4.5. Assajos mitjançant SPR 

3.4.5.1. Fonaments del mètode

Dʼacord amb la literatura, aquesta tesi és possiblement el primer treball, sinó el 
primer, on sʼutilitza la tecnologia del SPR per estudiar lʼheterodimerització entre 
dos GPCRs.

LʼSPR és una tecnologia que permet detectar, de forma molt sensible, canvis en 
lʼíndex de refracció (canvi de la velocitat velocitat amb la què la llum passa a 
través dʼun material) dʼuna superfície metàl·lica com a conseqüència de la unió 
dʼuna biomolècula. Aquesta superfície metàl·lica ha de ser modificada 
químicament per a permetre la unió covalent del lligand, que en els estudis amb 
proteïnes generalment sol ser un anticòs específic per a la proteïna que es vol 
estudiar. Es tracta doncs, dʼuna superfície fina dʼor recoberta per dextrà carboxilat 
que rep el nom de sensorxip [121] .
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Les proteïnes a estudiar sʼinjecten de manera constant en el sensorxip i la unió i 
posterior dissociació, quan sʼatura la injecció de les mateixes, és monitoritzada a 
temps real. La resposta es representa esquemàticament respecte al temps en un 
gràfic anomenat sensorgrama. El senyal obtingut com a resposta és proporcional 
a la ràtio proteïna/superfície [121], vegeu figura 22. Es tracta dʼun mètode que 
detecta estrictament canvis en lʼíndex de refracció deguts a canvis en la massa, 
de manera que no es necessita que les proteïnes dʼestudi presentin cap  etiqueta
[122]. 

Figura 22. Representació esquemàtica del funcionament dʼun aparell de SPR. LʼSPR sʼobserva com una 

ombra esmolada en la llum reflexada per la superfície quan es exposada a una llum polaritzada. Sobre 
aquesta superfície, que té lʼanticòs unit, sʼhi passa, a flux constant, la proteïna dʼestudi. La variació de lʼangle 

de reflexió depèn de la massa de la proteïna que sʼuneix, és a dir canvia com a conseqüència de la unió, 
perquè aquest fenomen li confereix una massa diferent a la superfície [123]. El canvi de lʼangle sʼenregistra a 

mode de resposta en un sensorgrama.

Seguidament es descriu com funciona un cicle de SPR per a determinar interacció 
entre proteïnes.

Quan lʼanticòs es troba immobilitzat en la superfície del sensorxip  i la resposta ja 
està estabilitzada, es passa per sobre de la superfície una solució que conté la 
proteïna. A mesura que es va donant la interacció proteïna-anticòs, lʼíndex de 
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refracció del medi adjacent a la superfície del sensorxip  incrementa, i en 
conseqüència es dóna un augment del senyal, mesurat com RU (unitats de 
ressonància). Lʼanàlisi dʼaquesta part de la corba ens permet determinar la 
constant dʼassociació. A continuació la solució que conté la proteïna es substitueix 
per un tampó, de manera que la proteïna que no sʼha unit específicament es 
dissocia. Lʼanàlisi dʼaquesta part de la corba permet calcular la constant de 
dissociació. Per tal de poder repetir lʼexperiment cal eliminar la proteïna unida, 
això sʼaconsegueix, per exemple, amb  un agent desnaturalitzant, i aquesta etapa 
sʼanomena de regeneració (figura 23). Aquesta etapa és necessària degut a que 
per tal dʼobtenir uns resultats fiables tot el cicle sʼha de repetir utilitzant diferents 
concentracions de la proteïna dʼestudi. Finalment l'afinitat de la interacció es 
calcula a partir de la ràtio constant dʼassociació/constant de dissociació [123].

Figura 23. Representació esquemàtica dʼun cicle de SPR [123]. El cicle sʼinicia amb  lʼinjecció de la proteïna 
dʼestudi sobre la superfície acoblada amb l'anticòs. Es tracta de la fase dʼassociació, que finalitza quan 

l'anticòs ja no és capaç dʼunir més proteïna (plateau). Seguidament sʼinjecta tampó de correguda per eliminar 
la proteïna que no sʼha unit específicament. Es tracta de la fase de dissociació. Lʼexperiment  acaba aquí. 

Però cal regenerar la superfície per tal de poder iniciar un nou cicle. La fase de regeneració elimina tota la 
proteïna unida a lʼanticòs i deixa la superfície llesta per a tornar a iniciar un nou cicle.

98



3.4.5.2.Protocol experimental

3.4.5.2.1. Preparació del sensorxip

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

En els nostres experiments, aquesta tècnica, enlloc dʼutilitzar-se per a determinar 
lʼafinitat dʼinteracció entre lʼanticòs i la proteïna unida a aquest, es va utilitzar per a 
determinar lʼafinitat entre la proteïna unida a lʼanticòs i els receptors GalR1 i 5-
HT1A, per tal dʼestudiar la interacció entre tots dos.

Tal i com sʼha descrit anteriorment, el primer pas en tot experiment de SPR 
consisteix en la immobilització de lʼanticòs. En aquest cas, es va immobilitzar dos 
anticossos, cadascun en una cel·la de flux diferent. Dʼuna banda lʼanticòs 1D4, 
específic per als nostres receptors, i de lʼaltra IgG1 (Sigma, Alemanya), com a 
control negatiu. La immobilització de lʼanticòs 1D4 es va realitzar a través 
dʼacoblament per amines. No es tracta dʼuna unió específica ja que lʼacoblament 
de lʼanticòs es dóna mitjançant residus de lisina. Va injectar-se tampó base (vegeu 
la composició en lʼapartat 3.6) a un cabal constant de 5 μl/min. Es va utilitzar una 
mescla de 80 μl de NHS (n-hidroxisuccinimida) (Sigma, Alemanya) 50 mM i 80 μl 
de EDC (clorur de N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida) (Sigma, 
Alemanya) 200 mM per tal dʼactivar la superfície de les cel·les. Lʼanticòs es va 
injectar a una concentració de 1 mg/ml en tampó dʼacetat de sodi 10 mM pH 5. La 
resposta màxima assolida va ser de 250 unitats de ressonància, corresponents a 
1.7 fmol/mm2 (quantitat de proteïna necessària per a saturar l'anticòs, tenint en 
compte que 1000 unitats de ressonància equivalen a 1 ng/mm2). Acabada la 
injecció de lʼanticòs, la superfície es va desactivar mitjançant la injecció de 1 M 
etanolamina pH 8.5. En el cas de lʼanticòs IgG1, lʼacoblament es va realitzar 
exactament de la mateixa manera que en el cas anterior, però en aquest cas es 
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va assolir una resposta de 13623 unitats de ressonància. Finalment es va injectar 
el receptor GalR1-1D4 en tampó MES 50 mM, 1 mM CaCl2 i pH 6, en la cel·la de 
flux on sʼhavia acoblat lʼanticòs 1D4, fins que aquest es va saturar. El cabal es va 
mantenir constat a 5 μl/min. Un cop realitzats tots aquests passos, el sensorxip ja 
estava preparat per a dur a terme els experiments dʼheterodimerització. Una 
esquematització del sensorgrama obtingut com a resposta a aquest procediment 
està representat en la figura 24.

Figura 24. Sensorgrama corresponent a la preparació del sensorxip. Activació, acoblament de lʼanticòs 1D4, 

desactivació 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 conseqüència de canvis en la composició del tampó,  sense 

que hi hagi canvis de massa en la superfície i corresponen a les fases dʼassociació i dissociació. Les corbes 
de saturació, en canvi, corresponen a canvis en la massa de la superfície, és a dir en primer lloc a la unió de 

lʼanticòs i en segon lloc a la unió de GalR1 a lʼanticòs.

3.4.5.2.2. Assajos dʼheterodimerització.

Les injeccions de 5-HT1A es van realitzar utilitzant el mateix tampó que en el cas 
de GalR1 i mantenint el mateix cabal. El receptor es va injectar utilitzant 
concentracions creixents del mateix (50 nM, 100 nM i 200 nM), sobre la superfície 
recoberta de GalR1. Entre cada injecció de 5-HT1A es va regenerar la superfície 
dos cops, utilitzant una solució 0.5% SDS, abans de tornar-la recobrir amb  GalR1 
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fins la saturació. Les injeccions control de 5-HT1A es van realitzar sobre la 
superfície recoberta amb lʼanticòs IgG1 (sense recobrir-la amb GalR1, però si 
regenerant després de cada injecció de 5-HT1A). La resposta obtinguda en la 
superfície control es va restar a la resposta de les corbes dʼunió 5-HT1A-GalR1. Els 
resultats obtinguts en les diferents injeccions es van analitzar per tal de calcular 
els paràmetres cinètics de la interacció, tot utilitzant el programari BIAevalution  
(GE healthcare, Alemanya)

3.4.5.2.3. Assajos dʼheterodimerització amb exposició a zinc

En aquest tipus dʼexperiments, el receptor 5-HT1A, que havia de ser injectat, es va 
tractar prèviament amb 200 μM de ZnCl2. A continuació, es va dur a terme les 
diferents injeccions tal i com sʼha descrit en lʼapartat anterior, incloent-hi la 
regeneració de la cel·la després de cada tractament. Els canvis en lʼindex de 
refracció, que tenien lʼorigen en el canvi de composició en el tampó degut a la 
presència de zinc, es van eliminar per tal de facilitar el reconeixement de les 
etapes dʼassociació i dissociació de la proteïna.

3.5. METODOLOGIES IN SILICO

3.5.1. Fonaments del mètode

El modelatge molecular consisteix en lʼaplicació de diferents tècniques 
bioinformàtiques per tal de predir el comportament de les molècules, i en aquest 
cas concret, de GPCRs. Lʼobtenció de lʼestructura cristal·lina de determinats 
GPCRs permet actualment la predicció 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. Construcció dʼun model atomístic del receptor 5-HT1A mitjançant 
modelat per homologia

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

Es va construir un model inicial, corresponent al receptor 5-HT1A humà, mitjançant 
modelat molecular per homologia utilitzant el receptor 5-HT1B com a motlle 
(PDBID:4IAR). Les seqüències de tots dos receptors es van alinear tenint en 
compte els motius conservats trobats en tots els GPCRs (DRY...) així com també 
la localització dels ponts disulfur. Aquests motius, juntament amb els pons salins 
són factors importants que limiten la conformació dels dominis, tant intracel·lulars 
com extracel·lulars, del receptor en qüestió. A partir de lʼalineament de 
seqüències, es va construir un model inicial mitjançant el programari Modeller 9 
versió 8 (9v8) [124]. La validació del model es va dur a terme utilitzant el 
programari MOE, Molecular Operating Environment (Chemical Computing Grup 
Inc, Canadà). Seguidament, lʼantagonista selectiu Rec 15/3079 es va acoblar al 
model inicial utilitzant el programari GLIDE [125]. Finalment, el complex receptor-
lligand es va refinar utilitzant dinàmiques moleculars del sistema allotjat en una 
bicapa lipídica. Concretament, la proteïna es trobava allotjada en una caixa, 
formada per lípids POPC (1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina) i molècules dʼaigua, 
generada i equilibrada dʼacord amb el protocol prèviament descrit [126]. La caixa 
tenia una mida inicial de 10.3x8.0x10.2 nm3 (XYZ), organitzada dʼuna manera que 
el pla de la bicapa estava orientat en el pla XY. Abans de la inserció de la 
proteïna, la caixa contenia 256 lípids (corresponent a una àrea de 0.64 nm2 per 
lípid) i 17000 molècules dʼaigua. La proteïna es va situar en el centre de la caixa i 
les molècules solapades es van eliminar. Particularment, totes les molècules 
dʼaigua amb àtoms d'oxigen més propers de 0.40 nm a un àtom no hidrogen de la 
proteïna es van eliminar. Això va donar lloc a un sistema final que contenia 197 
lípids i 16000 molècules dʼaigua. Seguidament, es va seleccionar de manera 
aleatòria 114 molècules dʼaigua que van ser substituïdes per 58 àtoms de sodi i 
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56 àtoms de clor, donant lloc a un sistema neutre amb  una concentració de 0.2 M 
NaCl. Aquesta concentració és semblant a la que podem trobar en els organismes 
vius, tot i que aquests tenen diferents concentracions iòniques intracel·lulars i 
extracel·lulars. 

El mostreig es va dur a terme durant 500 ns utilitzant el paquet informàtic 
GROMACS 4.6 [127]. A partir de les simulacions, es va generar una estructura 
que va utilitzar-se per a identificar els possibles llocs dʼunió a zinc. Dʼacord amb 
això, es va passar una sonda de zinc, amb les característiques dʼaquest ió, a 
través de la superfície del model. Es tractava de la sonda GRID22 (Molecular 
Discovery Ltd., RU) implementada en MOE.

3.6. COMPOSICIÓ DELS TAMPONS DʼÚS GENERAL

TBS# # # 50 mM tris-HCl, 150 mM NaCl i pH 7.4

TTBS ## # TBS 0.1% Tween 20

PBS# # # 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 i 
# # # pH 7.4

Bloqueig# # TBS 5% llet desnatada

Transferència# 50 mM tris-HCl, 40 mM glicina i 20% metanol

Tampons de carrega:

Desnaturalitzant# 40% glicerol, 240 mM tris-HCl 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-HCl, 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 CaCl2 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)

Destinció# # 40% metanol, 10% àcid acètic

Solubilització # TBS 2% tritó X-100

Rentat# # # 50 mM MES buffer, pH 6.0 i 0.05% DM 
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4. RESULTATS

105



106



4.1. ESTUDI DE LES REGIONS DʼINTERACCIÓ DE LʼHETERÒMER 5-
HT1A-GalR1

4.1.1. Anàlisi teòric de les possibles regions dʼinteracció

Dʼacord amb lʼexistència de lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 prèviament demostrada 
[80], el primer pas en la caracterització dʼaquesta interacció va consistir en la 
determinació de les regions potencials dʼinteracció entre tots dos receptors, per 
mitjà de mutagènesi dirigida. Per tal de tenir una orientació prèvia, en referència a 
les regions sobre les quals treballar, va realitzar-se una recerca bibliogràfica de 
les diferents estratègies utilitzades en la literatura per a determinar quins 
aminoàcids o regions són susceptibles de formar part de les superfícies 
dʼinteracció entre GPCRs. 

Tal i com ja sʼha descrit en la introducció, els mètodes teòrics utilitzats en la 
literatura al llarg del temps han estat diversos (vegeu 1.1.3), però tot i intentar 
adaptar les diferents estratègies conegudes als nostres receptors dʼestudi, no es 
va obtenir cap  resultat que semblés plausible i que fos coherent amb les nostres 
seqüències com per seguir amb la fase de mutagènesi, a excepció de la teoria 
dels “triplet puzzles” [24]. Lʼany 2010, els investigadors Tarakanov i Fuxe van 
desenvolupar un algorisme (a partir dʼaproximacions matemàtiques basades en 
homologia entre seqüències) que va permetre determinar un conjunt de triplets 
dʼaminoàcids que són susceptibles dʼactuar com a guies dʼadhesió entre GPCRs.

Lʼaplicació dʼaquest algorisme de manera específica per als nostres receptors 
dʼestudi, va permetre seleccionar, dʼentre tots els possibles triplets, el format per 
LLG  (leucina, leucina, glicina) com un dels motius involucrats en la regió 
dʼinteracció. Aquest triplet compleix tots els requisits necessaris segons aquesta 
aproximació: una composició aminoacídica característica dels triplets i la seva 
conservació al llarg de diferents seqüències de GPCRs (vegeu 1.1.3). Els 
resultats senyalen les següents posicions dels receptors: L380, L381 i G382 en el  
5-HT1A i L153 L154 i G155 en el GalR1 (figura 25).
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En el receptor 5-HT1A, però, trobem el triplet en dues posicions, la 42-44 
corresponent a lʼhèlix transmembrana 1 i la 380-382 corresponent a lʼhèlix 
transmembrana 7, dʼacord amb la seqüència amb lʼidentificador número P08908 
(UniProt). Tot i que lʼalineament només mostrava homologia per a la segona 
posició, es van seleccionar com a possibles candidats els triplets de totes dues 
posicions. 

Figura 25. Anàlisi matemàtica i alineament de seqüències. Resultats de lʼaplicació de lʼalgorisme triplet 

puzzles en els receptors 5-HT1A i GalR1. El triplet LLG correspon a les úniques posicions dʼinteracció possible 
dʼacord amb aquesta aproximació matemàtica. El codi de colors utilitzat és el següent:

✴L de color vermell i en negreta correspon a leucina (Leu). Les lletres I i V  de color taronja i en 
negreta corresponen a isoleucina (Ile) i valina (Val). 

✴N i C marcades amb color verd i negreta corresponen a asparagina (Asn) i cisteïna (Cys). S i T en 
negreta corresponen als aminoàcids serina (Ser) i treonina (Thr). 

✴Les lletres blanques fan referència a aminoàcids marcats: sota un fons blau fosc els carregats 
negativament, E i D, àcid glutàmic (Glu) i àcid aspàrtic (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 aminoàcids que inclouen leucina i formarien part 

de les regions dʼinteracció entre els dos receptors.
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4.1.2 Mutagènesi dirigida

En totes les posicions esmentades en el cas anterior, és a dir en els aminoàcids   
L42, L43, G44, L380, L381 i G382 de 5-HT1A i L153, L154 i G155 de GalR1, es va 
dur a terme mutagènesi per tal de substituir els aminoàcids per alanina. Les 
mutacions van introduir-se en els vectors pECFP-5-HT1A i pEYFP-GalR1, ja que la 
fusió transcripcional dels gens diana a etiquetes fluorescents (ECFP i EYFP), 
permetria després, comprovar la interacció, o no, entre tots dos receptors, per 
mitjà de la tècnica del FRET. En el cas dels mutants corresponents a 5-HT1A van 
obtenir-se colònies positives portadores de la mutació. En el cas del mutant 
corresponent a GalR1 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 
regió adjunta, però en qualsevol cas es va seguir endavant amb els experiments.
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 Leu   Leu   Gly!
CTG  CTG GGC!
 I I I     I I I    I I I!
GCG GCG GCC!
  Ala    Ala    Ala!

 Leu   Leu    Gly!
CTG  TTG  GGC!
 I I I     I I I    I I I!
GCG GCG GCC!
  Ala    Ala    Ala!

Phe   Cys   Trp   Glu!
TTC  TGC TGG GAG!
 I I I    I I I    I I I    I I I!
TTG CGG CGG CAG!
 Leu   Arg    Arg   Gln        !



Figura 26. Resultats de les PCRs mutagèniques. Els alineaments de les seqüència obtinguts mitjançant 
BLAST mostren la presència de mutacions puntuals en les posicions desitjades. Pel que fa a les mutacions 

sobre 5-HT1A, els dos triplets LLG presents en la proteïna són substituïts pels triplets AAA. En el cas de GalR1 
es va obtenir la següent seqüència de mutacions: F186L, C187R, W188R i E189Q. Tal i com sʼindica sʼha mutat la  

cisteïna 187, que participa en un pont disulfur característic dels GPCRs.

4.1.3. Caracterització dels mutants

Obtinguts els mutants, el següent pas va consistir en determinar la seva correcta 
expressió i localització cel·lular. Mitjançant lʼús de microscòpia de fluorescència, 
van obtenir-se les següents imatges, que mostren que els mutants en el receptor 
5-HT1A sʼexpressen i a més són transportats a la membrana plasmàtica. Pel que 
respecta al mutant sobre GalR1, la localització en membrana no queda tant clara 
(figura 27).

Figura 27. Localització dels receptors a lʼinterior de la cèl·lula.  Imatge corresponent a lʼexpressió dels 
receptors portadors de les mutacions. (A-C) 5-HT1A L42A,  L43A  i G44A. (D-F) 5-HT1A L380A, L381A  i G382A. (G-I) 

GalR1 F186L, C187R, W188R i E189Q. Tal i com pot observar-se en les imatges, els mutants per al receptor de 5-
HT1A viatgen correctament a membrana, mentre que en el cas del mutant de GalR1 la localització no resulta 

tant  evident. Les cèl·lules van ser transfectades, fixades, incubades amb un anticòs primari anti-EGFP (i 
variants) i un anticòs secundari conjugat al fluoròfor Alexa 555.
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El fet de que el receptor sʼexpressi i viatgi correctament a través del citosquelet 
fins a la membrana plasmàtica no garanteix que aquest sigui actiu, és a dir que 
sigui capaç dʼunir el lligand i generar una resposta. Per aquest motiu, va realitzar-
se un assaig de senyalització dels receptors, tant dels mutats com dels salvatges. 
Concretament, va quantificar-se lʼexpressió de SRE, que sʼindueix com a 
conseqüència de lʼactivació dels receptors. La resposta es calcula a partir del 
percentatge dʼexpressió de SRE, la síntesi del qual depèn de lʼactivació de 
proteïnes G del tipus Gi/G0, que sʼacoblen tant al receptor GalR1 com al 5-HT1A. 
(vegeu 3.2.3).

Dʼacord amb la figura 28 tots dos receptors salvatges són actius, ja que lʼactivitat 
del receptor quan es troba exposat a lʼagonista és força més elevada que quan no 
ho està. Els agonistes utilitzats fóren 8-OH-DPAT en el cas de 5-HT1A i el pèptid 
gal (1-29) per a GalR1. Lʼanàlisi estadística, mitjançant el test t-student, va donar 
diferències significatives en tots dos casos. Pel que fa a lʼactivitat 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 i 
G382A, també anomenat com 5-HT1A-ECFP-1, presenta un valor dʼactivitat 
significativament superior en presència dʼagonista respecte al del receptor 
salvatge no exposat, que a més a més és clarament superior a lʼactivitat del 
receptor salvatge exposat. El mutant L42A, L43A i G44A, també anomenat com 5-
HT1A-ECFP-2, presenta un grau dʼactivació semblant receptor salvatge. Pel que fa 
al mutant del receptor de galanina, també anomenat com GalR1-EYFP-1 a la 
figura 29, no presenta resposta a lʼexposició a agonista, ja que el percentatge 
dʼactivitat per a GalR1-EYFP-1 exposat a lʼagonista no presenta diferències 
dʼactivitat significatives respecte al receptor salvatge no exposat. Això ens indica, 
que probablement el seu plegament no sigui correcte i això afecti la seva 
funcionalitat, i concordaria amb els resultats obtinguts per microscòpia. Amb tot, 
però, cal destacar que en els casos dels receptors no exposats a lligand, es 
detecta una certa quantitat de senyal, tot i que les cèl·lules estan tractades 48h 
abans de la lectura amb medi no complementat amb FBS (la composició exacta 
del FBS no és coneguda i per tant, podria contenir substàncies amb capacitat 
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dʼactivar els receptors), i en principi, no hi hauria dʼhaver-hi activitat basal (figura 
28). Dues hipòtesis podrien explicar aquest fenomen. En primer lloc, la presència 
de reporters fluorescents, fusionats als nostres receptors dʼestudi, donaria lloc a 
petites interferències en les mesures de luminescència i en segon lloc, tampoc pot 
descartar-se una certa activitat basal des del moment en què es dóna la 
transfecció fins que el medi és substituït per medi no complementat (24 h).

Figura 28. Resposta dels diferents receptors a lʼactivació per part dʼagonistes. (A) Activitat del receptor 5-
HT1A-ECFP i els mutants dʼaquest. (B) Activitat del receptor GalR1-EYFP i el seu mutant. Com a control 

sʼutilitzen cèl·lules transfectades sense DNA  (mock) i cèl·lules transfectades amb els receptors salvatges en 
absència dʼagonista. Els dos mutants de 5-HT1A-ECFP mantenen la seva capacitat  de senyalització, i inclús 

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 gràfic, no exhibeix cap tipus de resposta a lʼexposició a agonista.

4.1.4. Estudi de la capacitat dʼheterodimerització dels mutants

Comprovada la funcionalitat dels mutants obtinguts, va determinar-se la capacitat 
dʼheterodimerització dels receptors mutats en relació amb  els salvatges. La 
tècnica utilitzada va ser el FRET (vegeu 3.2.4). En aquest cas, lʼECFP fusionat 
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transcripcionalment a 5-HT1A actua com a molècula donadora i lʼEYFP fusionat a 
GalR1 com a molècula 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 
proteïna, i per tant probablement seria incapaç dʼheterodimeritzar, però constituiria 
un excel·lent control negatiu. En aquest experiment es van realitzar diferents 
transfeccions on en cadascuna es va expressar una quantitat constant de receptor 
donador mentre sʼincrementava la quantitat del receptor amb funció dʼacceptora. 

Els resultats mostren que el mutants 5-HT1A mantenen la seva capacitat 
dʼheterodimerització. Els valors obtinguts generen una corba hiperbòlica amb una 
asímptota que tendeix al valor màxim de FRET, igual que en el cas dels receptors 
salvatges (control positiu), que indica que sʼestà donant una interacció específica 
entre tots dos receptors (figura 29A i 29B). En el cas de GalR1-EYFP-1, tal i com 
era dʼesperar, sʼobté una relació lineal entre n-FRET i la ràtio donador/acceptor, 
que es correspon a una interacció no específica (figura 29C).
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Figura 29. Efecte de les mutacions sobre la capacitat dʼheterodimerització dels receptors. (A) 5-HT1A-ECFP-2 

+GalR1-EYFP (●) i control positiu (CP) (5-HT1A-ECFP +  GalR1-EYFP) (▲). (B) 5-HT1A-ECFP-1 +  GalR1-EYFP 

(●) i CP (▲). (C) 5-HT1A-ECFP + GalR1-EYFP-1(▲) i CP (●). Els gràfics mostren com els mutants 

corresponents a 5-HT1A-ECFP mantenen la seva capacitat dʼheterodimerització amb GalR1, mostrant una 
corba hiperbòlica que indica especificitat  dʼinteracció. El mutant corresponent a GalR1 mostra una recta, que 

indica que no sʼestà donant la interacció.

Tot i que els mutants de 5-HT1A mantenen la capacitat dʼinteracció, les 
característiques dʼaquesta varien respecte a les del receptor salvatge. Mentre que 
totes tres formes del receptor mantenen un valor de FRETmax proper, els mutants 
presenten un FRET50 que està pràcticament reduït al 50%, la qual cosa significa 
que les mutacions introduïdes tenen un efecte contrari a lʼesperat, augmenten 
lʼespecificitat dʼinteracció entre els dos receptors (taula 11).

Taula 11.  Efecte de les mutacions sobre la capacitat dʼheterodimerització dels receptors. Variació en els 

paràmetres cinètics característics de la interacció com a conseqüència de les mutacions. Destaca la reducció 
dels valors de FRET50 per a 5-HT1A-ECFP-1 i 5-HT1A-ECFP-2

En aquest experiment no es van obtenir els resultats esperats. Tot i que 
sʼesperava que les mutacions tinguessin com a conseqüència lʼaboliment de la 
capacitat dʼheterodimerització, els experimentals indicarien un efecte contrari. Cal 
aclarir però, que es podia haver obtingut el mutant en les posicions LLG 153-155 
del receptor GalR1 (com sʼha dit anteriorment, a la pràctica es van obtenir unes 
mutacions diferents) però, tenint en compte que les regions homòlogues en el 
receptor 5-HT1A no van donar el resultat esperat, va descartar-se aquesta opció. 

Per tal d'aprofundir en els resultats obtinguts es va decidir valorar els resultats 
experimentals mitjançant lʼenregistrament dels espectres dʼemissió de FRET 
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Parella de Receptors FRETmax FRET50

5-HT1A-ECFP-1+ GalR1-EYFP 86 39

5-HT1A-ECFP-2 + GalR1-EYFP 72 34

5-HT1A-ECFP+ GalR1-EYFP 81 77



complets (els càlculs de n-FRET només tenen en compte lʼemissió puntual a unes 
determinades longituds dʼona).

Lʼexperiment es va basar en les següents característiques dels gens reporter: 
ECFP presenta un espectre dʼemissió amb el seu màxim a 490 nm quan és 
excitat a 420 nm, i EYFP presenta un màxim dʼemissió a 528 nm quan és excitat a 
517 nm. Dʼaquesta manera, en absència de FRET entre donador i acceptor, 
lʼexcitació a 420 nm dóna lloc a una banda a 490 nm exclusivament. En canvi la 
presència de FRET es correspon amb  lʼaparició de dos màxims després de 
l'excitació a 420 nm. La primera es deguda a ECFP i lʼaltra a EYFP que ha estat 
excitat per la fluorescència emesa pel donador, que a més a més, presentarà una 
banda menor, respecte a lʼabsència de FRET, ja que part de la seva emissió 
fluorescent haurà estat absorbida per l'excitació de lʼEYFP. Dʼacord amb tot això 
va enregistrar-se lʼespectre dʼemissió 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 dʼheterodimerització 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+GalR1-EYFP (1:1) (---).  (D). 5-HT1A-ECFP (   ) i 5-HT1A-ECFP+GalR1-
EYFP-1 (1:1)(---).  Les corbes confirmen els  resultats obtinguts mitjançant els càlculs de n-FRET. Els valors de 

FRET50 obtinguts per als mutants de 5-HT1A en lʼexperiment anterior són coherents amb la presència de 
bandes dʼintensitat superior respecte al receptor salvatge, a la mateixa ràtio acceptor/donador. En el cas del 

mutant del GalR1 tots dos resultats confirmen lʼabsència de FRET.

Els espectres dʼemissió mostren exactament els mateixos resultats que els 
obtinguts mitjançant la mesura de valors dʼemissió puntuals. En el cas dels 
mutants del receptor 5-HT1A, i en condicions dʼequitat entre donador i acceptor, la 
transferència és força més elevada –la banda corresponent a EYFP és més alta i 
la dʼECFP més petita- que en el cas del receptor no mutat, la qual cosa 
confirmaria la reducció pràcticament dʼun 50% en els valors de FRET50. És a dir, 
la concentració dʼacceptor 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 
presència com en absència de lʼacceptor, el contorn de la corba és pràcticament 
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 interacció.

Aquests resultats ens permeten afirmar que les mutacions dels triplets LLG a AAA 
no eviten la interacció entre GalR1 i 5-HT1A sinó que sembla que lʼafavoreixen, 
però no podem determinar de quina manera en concret. Les hipòtesis alternatives 
que explicarien aquest comportament es discutiran més endavant.

4.2. EFECTE DE LA GALANINA I EL ZINC SOBRE LʼHETERÒMER 5-

HT1A-GALR1 

El segon pas en lʼestudi i caracterització de lʼheteròmer va consistir en determinar 
lʼefecte que certs agents químics poden tenir sobre el mateix. Tal i com sʼha 
explicat en la introducció, la nostra hipòtesi de treball, en base a la literatura, 
consisteix en que la interacció entre tots dos receptors està associada amb un 
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fenotip depressiu. Per tant substàncies que aconseguissin trencar aquesta 
interacció constituirien noves aproximacions per al tractament dʼaquesta patologia. 
Dʼentre aquestes substàncies, com ja sʼha dit, nosaltres vam seleccionar el zinc, 
per la seva activitat antidepressiva àmpliament demostrada, i la galanina pel 
mateix motiu (vegeu1.2.2 i 1.2.3.2.1). 

4.2.1. Efecte de la galanina sobre lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1

La nostra hipòtesi, dʼun possible trencament de lʼheteròmer dʼestudi per part de la 
galanina, es basa en que la interacció entre aquest receptor i el pèptid podria 
provocar-li un canvi conformacional que donaria lloc a la disrupció de la interacció. 
En aquest apartat també va escollir-se el FRET com a tècnica analítica. Tot i que 
el pèptid de galanina consta de 29 aminoàcids, sʼha demostrat que el pèptid 
corresponent només als 15 primers aminoàcids és capaç dʼactivar el receptor, i 
per tant, la seqüència dʼunió a la butxaca dʼunió es troba entre aquests 15 
aminoàcids. Per aquest motiu, va analitzar-se tant la variant curta com la llarga. A 
més a més, en el laboratori disposàvem dʼuna sèrie de mutants del pèptid de 15 
aminoàcids també anomenat gal (1-15). Es tractava dʼuna col·lecció de 15 pèptids 
on cadascun dʼells presentava la substitució dʼun dels aminoàcids a alanina, 
lʼefecte 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 lʼinteracció de 5-HT1A-GalR1 (1:1) exposat als diferents pèptids 
de galanina.  Sʼobserva que la capacitat  dʼheterodimerització dels receptors es manté per a tots els pèptids 

analitzats. El control negatiu correspon a la cotransfecció entre ECFP i GalR1-EYFP, i el control positiu a la 
transfecció de la proteïna de fusió ECFP-EYFP.

Tal i com es dedueix a partir del gràfic anterior, la capacitat dʼheterodimerització es 
manté tot i la exposició als diferents pèptids. Tot i que els valors de FRET són 
diferents per a cada cas (hi ha valors per sobre del control no exposat i valors per 
sota) sʼobserva FRET en tots els casos. També sʼobserva una petita variació entre 
lʼexposició a gal (1-15) i lʼexposició al pèptid sencer. Per aquest motiu enlloc 
d'aprofundir en lʼestudi dʼaquestes variacions -relativament petites- va decidir-se 
continuar amb  lʼestudi de lʼefecte del zinc, amb lʼesperança de trobar resultats 
més significatius que els anteriors.

4.2.2. Efecte del zinc sobre lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1

4.2.2.1. FRET

Per tal de determinar lʼefecte del zinc, va utilitzar-se un cop més la metodologia 
del FRET (es tracta de la metodologia més establerta i utilitzada per a estudis 
dʼheterodimerització entre GPCRs). En aquest, com en els casos anteriors, 5-
HT1A-ECFP actuava com a donador i GalR1-EYFP com a acceptor. Per a aquest 
experiment va cotransfectar-se de forma transitòria tots dos receptors en la 
mateixa proporció però exposant-los a ZnCl2 en les concentracions indicades 
(vegeu 3.2.4.2), en el moment de la transfecció, i van enregistrar-se les corbes 
dʼemissió. El mateix procediment es va realitzar amb  la proteïna de fusió ECFP-
EYFP (control positiu en els experiments de FRET) a mode de control negatiu. 

Per als receptors objecte dʼestudi, sota condicions fisiològiques, la presència de 
FRET sʼobserva clarament (figura 32, línia contínua). La banda corresponent a 
EYFP apareix com a conseqüència de lʼexcitació a 410 nm (longitud dʼona 
dʼexcitació de ECFP) mentre que la banda corresponent a ECFP (comparat amb 
la corresponent de la proteïna expressada sola) és més petita degut a la 
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transferència dʼenergia que es dóna des de ECFP a EYFP. Després de lʼexposició 
a zinc a una concentració de 50 μM, el senyal de FRET disminueix 
significativament (sʼincrementa la intensitat dʼemissió per part de ECFP en 
detriment de la intensitat dʼemissió de EYFP) (figura 32, línia discontinua) donant 
lloc a una inversió en el contorn de la corba. Els resultats mostren clarament que 
el zinc afecta la transferència dʼenergia entre els dos fluoròfors fusionats als 
receptors. Lʼús de concentracions més altes de zinc es tradueix només en petites 
variacions en els espectres enregistrats. En canvi, en el cas del control negatiu 
(proteïna de fusió ECFP-EYFP) no sʼobserva pràcticament efecte sobre lʼespectre 
d'emissió com a conseqüència de lʼexposició a zinc, tal i com era dʼesperar. Els 
espectres no mostren inversió entre les bandes. Tot i això, si que es detecta una 
disminució en el FRET. Però en aquest cas la disminució a la màxima 
concentració de zinc (200 μM) és considerablement més petita que la obtinguda 
utilitzant la mínima concentració (50 μM) sobre el complex entre els receptors. En 
aquesta ocasió, els resultats del FRET, permeten veure clarament que el zinc està 
evitant la interacció entre tots dos receptors. 
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Figura 32. Anàlisis  in vivo de lʼefecte del ZnCl2 sobre lʼheterodimerització per mitjà d'espectroscòpia de 
FRET. (A) Efecte sobre lʼheteròmer. Lʼespectre de fluorescència mostra una disminució del senyal de FRET 

entre els receptors després de lʼexposició a 50 μM (---) de ZnCl2, comparat  amb el senyal corresponent als 
receptors no exposats (   ). Aquests resultats suggereixen un efecte dissociatiu sobre el receptors. Cal tenir 

en compte, però,  que després de la exposició a ZnCl2,  lʼespectre segueix mostrant una petita banda 
secundària que correspon a ECFP, que de forma natural presenta dos màxims dʼemissió. A  concentracions 

més elevades de ZnCl2, com són 100 μM (….) i 200 μM (-.-.-) no sʼobserva un increment de lʼefecte observat. 
(B) Efecte sobre la proteïna de fusió pECFP-EYFP. Els espectres dʼemissió de la proteïna de fusió exposada 

a ZnCl2 no presenten pràcticament variació en les corbes de FRET exhibides, a cap  de les concentracions 
dʼestudi. La llegenda en l'apartat B coincideix en nomenclatura i concentracions a la corresponent a lʼapartat 

A.

4.2.2.2. SPR

En aquest punt, i havent obtingut uns resultats força rellevants, es va proposar la 
idea dʼutilitzar un altre mètode experimental per tal de corroborar els resultats 
obtinguts mitjançant la tècnica del FRET. Així 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 cinètiques dʼinteracció) es va decidir utilitzar la tècnica 
ressonància de plasmó de superfície (surface plasmon resonance spectroscopy) 
també coneguda com SPR. Però aquesta metodologia, els fonaments de la qual 
estan explicats en lʼapartat de Materials i Mètodes, requereix (no és necessari 
però si molt recomanable) que les proteïnes dʼestudi es trobin purificades. Així 
doncs, el primer pas en aquest apartat va consistir en la purificació dels receptors 
5-HT1A i GalR1. 

4.2.2.2.1. Purificació dels receptors

Dʼacord amb la literatura es va escollir la immunopurificació com la tècnica més 
adequada per a purificar aquestes proteïnes. Aquesta tècnica requereix dʼun 
anticòs suficientment potent per unir la proteïna i també dʼalgun compost que 
permeti trencar aquesta interacció en el moment desitjat dʼelució. Com que no es 
disposava de lʼanticòs 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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seqüència de 9 aminoàcids corresponen al final del fragment C-terminal de la 
rodopsina (TETSQVAPA). Aquest marcatge presenta una sèrie dʼavantatges que 
es discutiran en la següent secció. El marcatge es va dur a terme mitjançant PCR 
inversa, i va obtenir-se amplificació en tots dos casos.

Figura 33. Resultats de la PCR inversa (exemple per a GalR1). (A) Representació esquemàtica del 
procediment de PCR inversa utilitzat per a marcar els receptors. (B) Fotografia del fragment resultant de la 

PCR obtinguda mitjançant electroforesis en gel dʼagarosa i tinció amb bromur dʼetidi. Sʼobserva que la mida 
del fragment obtingut és correcta, aproximadament uns 6600 bp (5428bp  pDNA 3.1+1140bp  GalR1+27bp 

1D4).

La correcta addició dels tags a lʼextrem C-terminal (absència de desplaçament del 
marc de lectura i de mutacions) va comprovar-se mitjançant seqüenciació 
estàndard. Efectivament, el procediment de PCR va realitzar-se amb èxit tal i com 
mostren els resultats de seqüenciació de la figura 34.
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Figura 34. Resultat de les seqüenciacions de GalR1-1D4 i 5-HT1A-1D4.  Les seqüències mostren que tots dos 
marcatges sʼhan incorporat correctament.

A lʼhora dʼabordar la purificació dels receptors, el primer pas va consistir en 
determinar quines són les condicions òptimes per a dur a terme el procés, ja que 
es tracta de proteïnes de membrana (insolubles en aigua), i per tant han de ser 
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1- GalR1: 

 
ATGGAGCTGGCGGTCGGGAACCTCAGCGAGGGCAACGCGAGCTGGCCGGAGCCCCCCGCCCCG
GAGCCCGGGCCGCTGTTCGGCATCGGCGTGGAGAACTTCGTCACGCTGGTGGTGTTCGGCCTGA
TCTTCGCGCTGGGCGTGCTGGGCAACAGCCTAGTGATCACCGTGCTGGCGCGCAGCAAGCCGGG
CAAGCCGCGGAGCACCACCAACCTGTTCATCCTCAACCTGAGCATCGCCGACCTGGCCTACCTGC
TCTTCTGCATCCCCTTCCAGGCCACCGTGTACGCGCTGCCCACCTGGGTGCTGGGCGCCTTCATC
TGCAAGTTCATCCACTACTTCTTCACCGTGTCCATGCTGGTGAGCATCTTCACCCTGGCCGCGATG
TCCGTGGACCGCTACGTGGCCATCGTGCACTCGCGGCGCTCCTCCTCCCTCAGGGTGTCCCGCAA
CGCGCTGCTGGGCGTGGGCTGCATCTGGGCGCTGTCCATTGCCATGGCCTCGCCCGTGGCCTAC
CACCAGGGCCTCTTCCACCCGCGCGCCAGCAACCAGACCTTCTGCTGGGAGCAGTGGCCCGACC
CTCGCCACAAGAAGGCCTACGTGGTGTGCACCTTCGTCTTCGGCTACCTGCTGCCGCTCCTGCTC
ATCTGCTTCTGCTATGCCAAGGTCCTTAATCACTTGCATAAAAAGTTGAAGAACATGTCAAAGAAGT
CTGAAGCATCCAAGAAAAAGACTGCACAGACAGTTCTGGTGGTGGTTGTGGTGTTTGGAATCTCCT
GGCTGCCGCACCACATCATCCATCTCTGGGCTGAGTTTGGAGTTTTCCCGCTGACGCCGGCTTCCT
TCCTCTTCAGAATCACCGCCCACTGCCTGGCGTACAGCAATTCCTCCGTGAATCCTATCATTTATGC
ATTTCTCTCTGAAAATTTCAGGAAGGCCTATAAACAAGTGTTCAAGTGTCACATTCGCAAAGATTCA
CACCTGAGTGATACTAAAGAAAATAAAAGTCGAATAGACACCCCACCATCAACCAATTGTACTCATG
TGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGA. 

 
2- 5-HT1A: 

 
ATGGATGTGCTCAGCCCTGGTCAGGGCAACAACACCACATCACCACCGGCTCCCTTTGAGACCGG
CGGCAACACTACTGGTATCTCCGACGTGACCGTCAGCTACCAAGTGATCACCTCTCTGCTGCTGGG
CACGCTCATCTTCTGCGCGGTGCTGGGCAATGCGTGCGTGGTGGCTGCCATCGCCTTGGAGCGCT
CCCTGCAGAACGTGGCCAATTATCTTATTGGCTCTTTGGCGGTCACCGACCTCATGGTGTCGGTGT
TGGTGCTGCCCATGGCCGCGCTGTATCAGGTGCTCAACAAGTGGACACTGGGCCAGGTAACCTGC
GACCTGTTCATCGCCCTCGACGTGCTGTGCTGCACCTCATCCATCTTGCACCTGTGCGCCATCGCG
CTGGACAGGTACTGGGCCATCACGGACCCCATCGACTACGTGAACAAGAGGACGCCCCGGCGCG
CCGCTGCGCTCATCTCGCTCACTTGGCTTATTGGCTTCCTCATCTCTATCCCGCCCATGCTGGGCT
GGCGCACCCCGGAAGACCGCTCGGACCCCGACGCATGCACCATTAGCAAGGATCATGGCTACACT
ATCTATTCCACCTTTGGAGCTTTCTACATCCCGCTGCTGCTCATGCTGGTTCTCTATGGGCGCATAT
TCCGAGCTGCGCGCTTCCGCATCCGCAAGACGGTCAAAAAGGTGGAGAAGACCGGAGCGGACAC
CCGCCATGGAGCATCTCCCGCCCCGCAGCCCAAGAAGAGTGTGAATGGAGAGTCGGGGAGCAGG
AACTGGAGGCTGGGCGTGGAGAGCAAGGCTGGGGGTGCTCTGTGCGCCAATGGCGCGGTGAGG
CAAGGTGACGATGGCGCCGCCCTGGAGGTGATCGAGGTGCACCGAGTGGGCAACTCCAAAGAGC
ACTTGCCTCTGCCCAGCGAGGCTGGTCCTACCCCTTGTGCCCCCGCCTCTTTCGAGAGGAAAAAT
GAGCGCAACGCCGAGGCGAAGCGCAAGATGGCCCTGGCCCGAGAGAGGAAGACAGTGAAGACGC
TGGGCATCATCATGGGCACCTTCATCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTGGCTCTTGTTCTGC
CCTTCTGCGAGAGCAGCTGCCACATGCCCACCCTGTTGGGCGCCATAATCAATTGGCTGGGCTAC
TCCAACTCTCTGCTTAACCCCGTCATTTACGCATACTTCAACAAGGACTTTCAAAACGCGTTTAAGA
AGATCATTAAGTGTAAGTTCTGCCGCCAGACGGAGACGAGCCAGGTGGCCCCGGCCTGA 
 
XXX: Codons Start i Stop. 
XXX: Últim codó traduït. 
XXX: Seqüència corresponent a lʼepítop 1D4. 
 

codons de start i stop
últim codó traduït
seqüència corresponent a lʼepítop 1D4



purificades en presència dʼun detergent que substitueixi lʼambient hidrofòbic en 
què es troba la proteïna de manera natural, la bicapa lipídica. És conegut que 
cada detergent presenta unes característiques igual que cada receptor, i per tant, 
lʼobtenció dʼuna proteïna pura i funcional depèn del detergent escollit. En la 
literatura, va trobar-se descrit que les purificacions de receptors marcats amb 
lʼetiqueta Rho-1D4, poden realitzar-se amb  èxit si sʼutilitza el Tritó X-100 com a 
detergent durant la solubilització, els rentats i lʼelució [104] (les tres etapes 
principals del procés de purificació). Però, lʼús dʼaquest detergent, al menys en 
lʼelució, no era possible per als nostres experiments, ja que sʼhavia dʼemprar 
lʼespectroscòpia UV-visible i de fluorescència en la caracterització posterior, i el 
Tritó X-100 presenta absorbància i fluorescència intrínseques que donarien lloc a 
interferències. Per aquest motiu es va decidir mantenir el Tritó X-100 en el procés 
de solubilització i buscar una alternativa per als rentats i lʼelució, en altres 
detergents sense propietats espectroscòpiques. Aquests foren els següents: 
CHAPS, DM i OGP (vegeu 1.3.2). Cal remarcar que tots els experiments per 
determinar les condicions òptimes de purificació van realitzar-se sobre GalR1. Els 
resultats de les purificacions són els que sʼobserven en la figura 35.

Figura 35. Quantificació de la 

proteïna purificada.  El gràfic mostra 
els espectres UV-Visibles de la 

proteïna purificada en les diferents 
condicions dʼelució: CHAPS (   ), 

DM (----) i OGP (····).  En tots els 
casos es detecta absorbància a 

280 nm corresponent a la proteïna 
purificada.

Tal i com sʼobserva en el gràfic, lʼús de tots tres detergents ha permès purificar la 
proteïna. Però, partint del mateix nombre de plaques transfectades, el detergent 
DM és el que ofereix un rendiment de purificació més alt, molt proper a lʼobtingut 
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mitjançant lʼús de CHAPS. Per a OGP el rendiment ha estat considerablement 
més baix. Dʼacord amb aquestes dades, va seleccionar-se com a detergent de 
treball el DM, almenys per a lʼetapa dʼelució.

4.2.2.2.2.Caracterització dels receptors purificats

Determinades les condicions de purificació, es va continuar amb la caracterització 
de la proteïna purificada. Els resultats obtinguts no fóren satisfactoris pels 
següents motius:

-Western blot: es va obtenir senyal, corroborant lʼespecificitat de la purificació. 
Tot i que sʼobserven dues bandes en cada carril, aquests són molt difoses, 
sense arribar a ser smear, donant lloc a una imatge dʼescassa qualitat (figura 
36A). A més a més, les bandes correspondrien a la forma dimèrica i a una forma 
agregada de massa molecular superior, sense observar-se la forma 
monomèrica, indicant que possiblement la proteïna sʼhavia purificat de forma 
agregada. El resultat obtingut és igual per a tots tres detergents, indicant que 
lʼagregació de la proteïna no és deguda al tipus de detergent utilitzat.

Figura 36 Western blot natiu i desnaturalitzant utilitzant lʼanticòs 1D4 corresponent a la purificació de GalR1 
en els diferents detergents testats, DM, CHAPS i OGP. (A) Western blot  desnaturalitzant. Lʼordre de càrrega 
és el següent (dʼesquerra a dreta) segons el detergent utilitzat en lʼelució: GalR1 DM, GalR1 CHAPS i GalR1 

OGP. Les bandes revelen la presència específica de GalR1, però en forma dimèrica i dʼagregats dʼalta massa 

124



molecular.  (B) Blue-native PAGE Western blot.  Les mostres van ser carregades seguint el mateix ordre que 
en el cas anterior.  La línia blanca correspon a lʼinici del gel separador. El patró de migració obtingut indica que 

la proteïna no es capaç dʼentrar en el gel separador, quedant encallada a lʼinici del mateix i confirmant lʼestat 
agregat de la proteïna purificada.

-Western blot natiu: Tot i obtenir-se senyal, igual que en condicions 
desnaturalitzants, el senyal queda concentrat a lʼinici del gel, la qual cosa 
significaria que la proteïna presentaria un alt grau dʼagregació que no li 
permetria córrer al llarg del mateix. Es van realitzar proves amb gels separadors 
polimeritzats a diferents concentracions decreixents fins a 6% dʼacrilamida. Però 
no va aconseguir-se que la proteïna entrés en el gel (figura 36B).

Semblava, doncs, que tot i haver purificat la proteïna, aquesta sʼhavia purificat de 
forma agregada, per tant, calia modificar el protocol per evitar aquesta agregació. 
Les modificacions introduïdes fóren les següents:

- Expressió de la proteïna en la línia cel·lular HEK GnTi- (sense activitat N-acetil 
glucosaminiltransferasa).
- Purificació de la proteïna en presència de lligand en el tampó de solubilització 
(també coneguda com purificació 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. Lʼexpressió en 
cèl·lules GnTi- conjuntament amb lʼaddició dʼun marcatge en la proteïna 
constituïen dues modificacions suficientment importants com per a que es 
considerés oportú realitzar un control de la correcta expressió i localització de les 
proteïnes dʼestudi en la membrana plasmàtica. La tinció immunocitoquímica 
dels receptors marcats mostra que les proteïnes sʼexpressen correctament i es 
localitzen en la membrana cel·lular (figura 37).
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Figura 37. Expressió i localització cel·lular dels receptors 5-HT1A i GalR1. Es va transfectar de forma 
transitòria cèl·lules corresponents a la línia HEK 293S GnTi- amb els cDNA dels receptors dʼestudi.  Un cop 

transfectades, les cèl·lules es van fixar i els receptors es van marcar amb FITC (vegeu 3.2.2.2 Materials i 
Mètodes).  Les imatges resultants van ser obtingudes i analitzades mitjançant microscòpia de fluorescència. 

(A-C) 5-HT1A. (D-F) GalR1. En verd hi apareixen marcats els receptors, per als quals sʼaprecia la localització 

en membrana. En blau queden marcats els nuclis.

Seguidament, les mostres obtingudes corresponents als receptors purificats es 
van analitzar per mitjà de Western blot i blue-native PAGE (gel PAGE en 
condicions no desnaturalitzants), per tal de confirmar la purificació. Els resultats 
que correspondrien al Western blot (figura 38A) mostren la presència de dues 
bandes per al receptor GalR1 corresponents a monòmer pur (≈39 KDa) i a la 
forma dimèrica (≈78 KDa), mentre que per a 5-HT1A apareix una única banda, que 
correspondria a la forma monomèrica (≈46 KDa). En canvi, en el gel en condicions 
natives només sʼobserva una banda per a cada receptor, que per mida 
correspondria a la seva forma monomèrica (figura 38B). En conjunt, els resultats 
electroforètics indiquen que, sota les nostres condicions de purificació, els 
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receptors es troben majoritàriament en forma monomèrica en tots dos casos. En 
el cas de GalR1, la banda dimèrica obtinguda en condicions desnaturalitzants pot 
ser deguda a l'efecte del mateix agent desnaturalitzant, lʼSDS.

Figura 38. Anàlisi electroforètica dels receptors recombinants purificats. (A) Western blot. Obtingut mitjançant 

lʼanticòs 1D4. Lʼordre de càrrega és el següent (dʼesquerra a dreta):  GalR1 i 5-HT1A. Les bandes revelen la 
presència específica de les nostres proteïnes,  però també, en el cas de GalR1, la presència dʼespècies amb 

una massa molecular aparent superior al corresponent a la forma dimèrica del receptor.  (B) Blue-native 
PAGE. Les mostres es van carregar en el següent ordre (dʼesquerra 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 patró de migració en els diferents tipus de gels natius existents.  Les bandes obtingudes revelaven que 
tots dos receptors havien estat purificats en forma monomèrica.

La presència de formes monomèriques dels receptors -en condicions natives- 
suggeria que els receptors purificats es trobaven en estat natiu, però, calia 
comprovar-ho mitjançant altres tècniques com l'espectroscòpia de fluorescència.

Amb aquest objectiu, es va analitzar les variacions en la fluorescència intrínseca 
dels triptòfans dels receptors purs sota lʼexposició a dos agents: el DTT (agent 
reductor) i el GndHCl (agent desnaturalitzant). Es van analitzar en detall dos 
paràmetres: la longitud dʼona corresponent a la banda màxima dʼemissió i la 
intensitat de fluorescència. Està descrit que, sota condicions desnaturalitzants, la 
banda dʼemissió màxima de la proteïna sofreix un red-shift (desplaçament cap a 
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longituds dʼona més elevades) i una disminució de la intensitat. Aquests canvis 
són conseqüència de que quan es produeix el desplegament de la proteïna, el 
triptòfans que aquesta conté queden exposats a un entorn més hidrofílic, de 
manera que això disminueix el seu rendiment quàntic i com a conseqüència 
també la intensitat dʼemissió [128]. Es va utilitzar DTT i GndHCl per tal de detectar 
la desnaturalització del receptor, la qual cosa només és possible si el receptor de 
partida es troba correctament plegat.

GalR1 conté set triptòfans (2% de la composició aminoacídica total), i 5-HT1A 
conté el mateix nombre de triptòfans, però, en aquest cas, aquests representen 
una proporció més petita (1.7% del total). Tot i aquesta petita diferència en el 
percentatge de composició en triptòfans, els receptors presenten el mateix 
comportament com a resposta als dos tractaments. La longitud dʼona a la qual 
presenten el màxim d'emissió en condicions natives és lleugerament diferent per a 
cada receptor: 331 nm per a GalR1 i 332 nm 5-HT1A. En tots dos casos, el 
tractament amb  DTT indueix un red-shift de 2 nm, mentre que el mateix 
tractament no indueix cap desplaçament en la longitud dʼona dʼemissió màxima 
del triptòfan lliure, utilitzat com a control. Lʼanàlisi de les dades mostra que per a 
GalR1 el desplaçament màxim sʼobté a concentracions més petites de DTT, 4 mM 
per a GalR1 respecte 6 mM per a 5-HT1A, tal i com es pot veure en la figura 39 
(insercions) on el desplaçament de la banda dʼemissió es troba representat en 
funció de la concentració de DTT utilitzada. Dʼaquestes dades se n'extrauria que 
5-HT1A és més resistent a la desnaturalització en les condicions de purificació 
utilitzades, que també seria una explicació raonable per als resultats obtinguts 
mitjançant Western blot. A més a més, els resultats també mostren que els 
receptors es desnaturalitzen completament quan són exposats a GndHCl i 
lʼespectre emès per la proteïna passa a coincidir amb el corresponent al triptòfan 
lliure (figura 39). 

La inducció de red-shift i la disminució de la intensitat de fluorescència indiquen 
que els receptors de partida es trobaven correctament plegats, la qual cosa va 
permetre el seu ús en els estudis de SPR.
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Figura 39. Desnaturalització química dels receptors purificats. Efecte del DTT i el GndHCl en la longitud 
dʼona dʼemissió màxima (λmax) dels receptors GalR1 (A) i 5-HT1A (B). Les diferents condicions dʼexposició 

són les següents: proteïna nativa (   ), exposició a 10mM DTT (---) i exposició a 10mM DTT i 6M GndHCl (....) 
durant 30 min a RT. En el cas de GalR1, el DTT indueix un red-shift sobre λmax de 2 nm (des de 331 nm a 

333 nm). Per al mateix receptor, el GndHCl juntament amb el DTT indueixen un desplaçament de λmax a 352 
nm donant a la corba lʼespectre típic de la corba exhibida pel triptòfan en solució. 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 GndHCl indueixen un 
desplaçament  de λmax a 352 nm donant a lʼespectre, igual que en el cas anterior, típic de la corba exhibida 

pel triptòfan en solució. Insercions. Gràfic dosi-resposta de lʼefecte de la concentració de DTT sobre el 
desplaçament  de λmax. Els receptors purificats van ser exposats a DTT utilitzant les següents concentracions 

(0 mM, 1.5 mM, 3 mM, 4.5 mM, 6 mM i 10 mM). El desplaçament va quantificar-se com la diferència entre les 
mostres exposades i el control. Les corbes corresponen a la mitjana entre tres experiments independents.  (C) 

Control negatiu. Efecte de lʼexposició a 10 mM DTT sobre λmax corresponent al triptòfan lliure (12 μM). El 
gràfic mostra lʼespectre dʼemissió del triptòfan abans  (   ) i després (---) de lʼadició de DTT. La corba 

corresponent a lʼexposició a DTT es troba desplaçada 0.1 punts per evitar solapaments.

Comprovat el plegament correcte dels receptors, lʼúltim pas per poder validar el 
nostre sistema de purificació va consistir en determinar si aquests eren funcionals. 
Per tal de comprovar-ho es va utilitzar lʼassaig dʼactivació de proteïna G 
mitjançant fluorescència.
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La funcionalitat dels receptors va analitzar-se mitjançant la mesura de la seva 
capacitat dʼactivar les seves corresponents proteïnes G. Va utilitzar-se Gαi1 per a 
GalR1, i Gαi2 per a 5-HT1A, ja que havia estat prèviament descrit en la literatura 
que els receptors en qüestió són capaços de senyalitzar via aquestes proteïnes G 
[129,130], quan són activats pel lligand corresponent. En aquest experiment, 
lʼutilització dʼagonistes (8-OH-DPAT per a 5-HT1A i gal (1-29) per a GalR1) no va 
ser necessària, ja que els receptors havien estat purificats units als lligands 
esmentats. En aquest estudi es va seguir els canvis en la fluorescència intrínseca 
dʼun triptòfan específic (altament conservat) de les proteïnes Gα, la fluorescència 
del qual augmenta com a conseqüència del canvi conformacional induït en 
aquesta subunitat quan es dóna lʼacoblament amb el receptor i acoblament a la 
proteïna G.

Figura 40. Activació de 5-HT1A i GalR1. La unió del GTPΥS a la proteïna com a conseqüència de la seva 
activació es va detectar per mitjà d'espectroscòpia de fluorescència. (A) Enregistrament de la fluorescència 

emesa per Gαi1 (activació de GalR1). (B) Enregistrament de la fluorescència emesa per Gαi2 (activació de 5-
HT1A). En tots  dos casos lʼemissió de fluorescència dibuixa una corba que mostra les tres fases típiques dʼun 

experiment dʼactivació [131]: línia base, unió de GTPΥS i fase de saturació o plateau.  Es conclou, per tant, 
que en les nostres condicions específiques de purificació sʼobtenen proteïnes 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 saturació de la fluorescència després de lʼadició de GTPΥS, típica dʼaquests 
assajos [131].
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4.2.2.2.3.Anàlisi per SPR 

Obtinguts els receptors en un estat pur i actiu, es va procedir a la caracterització 
de lʼheterodimerització i lʼefecte del zinc en aquest procés. Tal i com ja sʼha dit 
anteriorment es va utilitzar la metodologia del SPR, degut a lʼalta especificitat de 
reconeixement molecular i també a que permet lʼestudi del procés a temps real.

En primer lloc es va determinar si era factible detectar heterodimerització utilitzant 
aquesta tecnologia. Ja que els receptors estaven marcats amb lʼepítop  Rho-1D4, 
el corresponent anticòs (1D4) es va immobilitzar en la superfície del xip. 
Seguidament es va injectar GalR1 fins a la saturació de la superfície, que va 
assolir-se a una concentració aproximada de 1.1-2.2 fmol GalR1 per mm2. 
Finalment es va injectar el 5-HT1A en les següents concentracions: 50 nM, 100 nM 
i 200 nM). Entre les injeccions a les diferents concentracions de 5-HT1A es va 
aplicar una concentració de 0.5% SDS per tal de regenerar la superfície. 

Els resultats mostren lʼexistència dʼinteracció entre els dos receptors, ja que la 
resposta del SPR a la injecció de 5-HT1A consisteix en un increment de lʼamplitud 
del senyal en funció de la quantitat de 5-HT1A injectat (figura 41). Lʼanàlisi global 
dels sensorgrames revela valors per a la Ka (constant dʼassociació) que són 
pràcticament iguals en les diferents concentracions de 5-HT1A injectades, la 
mitjana dels quals és 1.09x104 M-1s-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 dʼinjectar-se el 5-HT1A i sʼinjecta tampó 
de correguda sobre la superfície del xip. Aquesta última injecció es coneix com a 
fase de dissociació. Lʼanàlisi de la resposta en la fase de dissociació va donar 
com a resultat uns valors de Kd (constant de dissociació) entre 1x10-5 s-1 i 8x10-5 
s-1. Els valors de KD (constat dʼafinitat) obtinguts fóren 0.9 nM i 7 nM. 
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Figura 41. Anàlisi mitjançant SPR de la interacció entre 5-HT1A i GalR1. (A) Interacció específica entre els  dos 

receptors purificats. Els sensorgrames mostren una relació directa entre la concentració de 5-HT1A injectat -
sobre un xip  recobert amb GalR1- i la quantitat unida. Les corbes presenten les següents constants 

d'associació dʼacord amb la concentració de 5-HT1A injectada: 200 nM (Ka =  1.04x104 M-1s-1 (    )),  100 nM 
(Ka = 1.07x104 M-1s-1 (----)) i 50 nM (Ka = 1.17x104 M-1s-1 (….)). Les corbes de SPR indiquen que hi ha 

interacció entre tots dos receptors amb  un valor mitjà de Ka=1.09x104 M-1s-1 (el valor de Ka sʼha calculat 
després de restar-hi la corba corresponent al control negatiu).  Resulta interessant destacar que gairebé no es 

detecta dissociació. (B) control negatiu. Unió no específica entre 5-HT1A i una superfície recoberta amb IgG1. 
La corba de SPR mostra la presència dʼun cert grau dʼinteracció transitòria inespecífica que sʼelimina en 

finalitzar la injecció del receptor. En els dibuixos, la molècula ancorada a la superfície correspon a lʼanticòs, 
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de color taronja hi destaca la part de lʼanticòs que reconeix el receptor GalR1 (verd). El receptor vermell 
correspon a 5-HT1A. 

Finalment, havent pogut veure i analitzar la formació del complex 5-HT1A-GalR1 a 
temps real, es va procedir a analitzar lʼefecte del zinc sobre lʼheteròmer.

En aquest experiment, la mostra de 5-HT1A a injectar havia estat prèviament 
tractada amb  200 μM ZnCl2. La resposta és completament diferent a lʼobtinguda 
amb  el 5-HT1A no tractat amb zinc, tant pel que fa a lʼamplitud com als paràmetres 
cinètics. El sensorgrama mostra la pèrdua de la capacitat dʼunió per part del 5-
HT1A (figura 42). Tot i que pot deduir-se un cert grau dʼinteracció durant la injecció 
de la mostra, el complex queda totalment dissociat quan acaba la injecció del 
receptor i sʼinjecta el tampó de correguda (fase de dissociació). Aquest senyal 
sʼatribueix a una unió no específic de 5-HT1A amb el xip, ja que exhibeix un perfil 
de la corba idèntic al control negatiu (figura 41B).

Figura 42. Efecte del ZnCl2 sobre lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1. La corba posa de manifest lʼabsència 

dʼinteracció entre GalR1 i la mescla 5-HT1A-zinc.Tot i que hi ha un cert  grau dʼinteracció,  aquesta es trenca 
completament.  En els dibuixos, la molècula ancorada a la superfície correspon a lʼanticòs, de color taronja hi 

destaca la part de lʼanticòs que reconeix el receptor GalR1 (verd). El receptor vermell correspon a 5-HT1A. 
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4.2.2.3. Identificació dels possibles llocs dʼunió del zinc al receptor 5-
HT1A

Dʼacord amb els resultats previs descrits en la literatura [85] i els resultats 
experimentals prèviament exposats, semblava que el zinc podia interaccionar 
dʼuna manera directa amb 5-HT1A. Els resultats obtinguts en aquest treball 
mitjançant FRET i SPR suggereixen que aquests llocs dʼunió a zinc podrien 
coincidir amb les regions dʼheterodimerització. Per tal d'aprofundir en aquesta 
possibilitat es va recórrer a la modelització molecular. Tal i com queda descrit en 
la secció de Materials i Mètodes, una sonda de zinc es va fer passar a través de la 
superfície del receptor. Els resultats dʼaquest càlcul es mostren en la figura 43, on 
les esferes representen els llocs favorables a la unió de zinc. Tal i com queda 
representat en la figura, la majoria dels possibles llocs dʼunió a zinc es troben 
localitzats en les nanses intracel·lulars i extracel·lulars, tot i que alguns es 
localitzen en regions transmembrana com són TM1 i les interfases TM4-TM5 i 
TM7-TM8.

Figura 43. Llocs dʼunió a zinc determinats mitjançant lʼús de models moleculars. Lʼestructura del receptor 5-
HT1A (també obtinguda mitjançant modelització molecular en aquest treball) es troba representada en blau. 

Les esferes verdes representen els possibles llocs dʼunió a lʼió zinc obtinguts mitjançant lʼús dʼuna sonda 
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específica per al catió. 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 esquemàtic de lʼefecte del zinc sobre la interacció 5-HT1A-
GalR1

A partir de tots els resultats anteriorment descrits es conclou que la concentració 
dʼió zinc en el medi determinaria lʼestat en què es troben tots dos receptors. Així, a 
concentracions altes de zinc predominarien les formes monomèriques, degut a la 
incapacitat dʼheterodimeritzar dels receptors en aquestes condicions. En canvi, a 
concentracions baixes predominaria el complex 5-HT1A-GalR1 (figura 44) associat 
a la depressió unipolar.

Figura 44. Representació de lʼefecte del zinc sobre lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1. En condicions fisiològiques de 
deficiència de zinc, lʼheterodímer és la forma predominant per als receptors, donant lloc a un fenotip 

depressiu. En canvi, en presència de quantitats elevades de zinc, el catió interacciona amb el 5-HT1A (dʼacord 
amb els nostres resultats) inhibint la formació del dímer i restablint el fenotip normal.
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4.3. RELACIÓ AMB GPR39. El TRÍMER GALR1-5-HT1A-GPR39 

Els resultats anteriors van posar de manifest lʼexistència dʼuna relació a nivell 
molecular entre 5-HT1A-GalR1, zinc i depressió. Sʼha descrit també una relació 
entre GPR39, zinc i depressió (vegeu 1.2.3.4.1). Entre tots dos casos podem 
establir-hi un paral·lelisme: GPCRs que a través de la seva interacció 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 dʼunió entre aquestes 
dues associacions.

4.3.1. Obtenció de les construccions: hr-GFPII-5-HT1A i GPR39-EYFP

El primer pas va consistir en determinar lʼexistència dʼinteracció entre els tres 
GPCRs implicats (5-HT1A, GalR1 i GPR39). Tenint en compte que la interacció 5-
HT1A-GalR1 ja havia estat descrita, es va decidir estudiar la possible formació 
dʼheteròmers per part de 5-HT1A, GPR39 i GalR1. Les tècniques experimentals 
escollides fóren el FRET i la co-immunopurificació. Per tal de dur a terme 
aquestes tècniques es va haver dʼobtenir els següents clons: hrGFPII-5-HT1A i 
GPR39-EYFP. Els clons es van obtenir amb  èxit tal i com mostren els resultats de 
les respectives seqüenciacions (figura 45).
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1- GPR39-YFP

ATGGCTTCACCCAGCCTCCCGGGCAGTGACTGCTCCCAAATCATTGATCACAGTCATGT
CCCCGAGTTTGAGGTGGCCACCTGGATCAAAATCACCCTTATTCTGGTGTACCTGATCAT
CTTCGTGATGGGCCTTCTGGGGAACAGCGCCACCATTCGGGTCACCCAGGTGCTGCAG
AAGAAAGGATACTTGCAGAAGGAGGTGACAGACCACATGGTGAGTTTGGCTTGCTCGG
ACATCTTGGTGTTCCTCATCGGCATGCCCATGGAGTTCTACAGCATCATCTGGAATCCCC
TGACCACGTCCAGCTACACCCTGTCCTGCAAGCTGCACACTTTCCTCTTCGAGGCCTGC
AGCTACGCTACGCTGCTGCACGTGCTGACACTCAGCTTTGAGCGCTACATCGCCATCTG
TCACCCCTTCAGGTACAAGGCTGTGTCGGGACCTTGCCAGGTGAAGCTGCTGATTGGC
TTCGTCTGGGTCACCTCCGCCCTGGTGGCACTGCCCTTGCTGTTTGCCATGGGTACTG
AGTACCCCCTGGTGAACGTGCCCAGCCACCGGGGTCTCACTTGCAACCGCTCCAGCAC
CCGCCACCACGAGCAGCCCGAGACCTCCAATATGTCCATCTGTACCAACCTCTCCAGCC
GCTGGACCGTGTTCCAGTCCAGCATCTTCGGCGCCTTCGTGGTCTACCTCGTGGTCCT



Figura 45. Resultat de les seqüenciacions de GPR39-EYFP i hrGFPII-5-HT1A. La seqüència mostra que tant 
hrGFPII com GPR39 sʼhan incorporat correctament en els vectors pCDNA3.1-5-HT1A i N3-pEYFP. Les 

seqüencies dels gens 5-HT1A i EYFP no es mostren senceres ja que no es manipulen durant el procediment.

4.3.2. Determinació de lʼexistència dʼinteracció entre 5-HT1A i GPR39

4.3.2.1. Immunocitoquímica

Com a experiment previ a les tècniques del FRET, es va determinar si tots dos 
receptors eren capaços de colocalitzar en el mateix compartiment cel·lular. Les 
tincions immunocitoquímiques mostren un patró de distribució similar per a tots 
dos receptors estudiats, que a més es situen en la membrana plasmàtica, tal i 
com ha de ser per a aquest tipus de receptors (figura 46).
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TCGCTGGCCGGGGGCACGCGGCCTCCGCAGCTGAGGAAGTCCGAGAGCGAAGAGAGC
AGGACCGCCAGGAGGCAGACCATCATCTTCCTGAGGCTGATTGTTGTGACATTGGCCGT
ATGCTGGATGCCCAACCAGATTCGGAGGATCATGGCTGCGGCCAAACCCAAGCACGACT
GGACGAGGTCCTACTTCCGGGCGTACATGATCCTCCTCCCCTTCTCGGAGACGTTTTTCT
ACCTCAGCTCGGTCATCAACCCGCTCCTGTACACGGTGTCCTCGCAGCAGTTTCGGCGG
GTGTTCGTGCAGGTGCTGTGCTGCCGCCTGTCGCTGCAGCACGCCAACCACGAGAAGC
GCCTGCGCGTACATGCGCACTCCACCACCGACAGCGCCCGCTTTGTGCAGCGCCCGTT
GCTCTTCGCGTCCCGGCGCCAGTCCTCTGCAAGGAGAACTGAGAAGATTTTCTTAAGCA
CTTTTCAGAGCGAGGCCGAGCCCCAGTCTAAGTCCCAGTCATTGAGTCTCGAGTCACTA
GAGCCCAACTCAGGCGCGAAACCAGCCAATTCTGCTGCAGAGAATGGTTTTCAGGAGCA
TGAAGTTGCGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC
GGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCG
TGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTG
CACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCC

ATG= Inici GPR39
GTT= Fi GPR39
ATG=Inici EYFP

2- hrGFPII-5-HT1A

ATGGTGAGCAAGCAGATCCTGAAGAACACCGGCCTGCAGGAGATCATGAGCTTCAAGGT
GAACCTGGAGGGCGTGGTGAACAACCACGTGTTCACCATGGAGGGCTGCGGCAAGGG
CAACATCCTGTTCGGCAACCAGCTGGTGCAGATCCGCGTGACCAAGGGCGCCCCCCTG
CCCTTCGCCTTCGACATCCTGAGCCCCGCCTTCCAGTACGGCAACCGCACCTTCACCAA
GTACCCCGAGGACATCAGCGACTTCTTCATCCAGAGCTTCCCCGCCGGCTTCGTGTACG
AGCGCACCCTGCGCTACGAGGACGGCGGCCTGGTGGAGATCCGCAGCGACATCAACCT
GATCGAGGGGATGTTCGTGTACCGCGTGGAGTACAAGGGCCGCAACTTCCCCAACGAC
GGCCCCGTGATGAAGAAGACCATCACCGGCCTGCAGCCCAGCTTCGAGGTGGTGTACA
TGAACGACGGCGTGCTGGTGGGCCAGGTGATCCTGGTGTACCGCCTGAACAGCGGCAA



Figura 46. Colocalització dels receptors 5-HT1A i GalR1. El senyal verd correspon al receptor 5-HT1A (A i D) i 
el senyal vermell a GPR39 (B i E).  La superposició de les imatges dels dos senyals mostra les àrees de 

colocalització (C i F). Les imatges mostren clarament l'existència de colocalització entre tots dos receptors al 
llarg de la membrana plasmàtica.

4.3.2.2. FRET

Havent obtingut resultats positius en les mostres dʼimmunocitoquímica es va 
procedir a valorar la interacció entre tots dos receptors mitjançant la tècnica del 
FRET. Es va realitzar un assaig de saturació per tal de determinar la interacció 
específica entre tots dos receptors, en cèl·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 inespecífic van utilitzar-se una barreja de 
dues poblacions de cèl·lules transfectades independentment amb  cadascun dels 
vectors.

Les dades obtingudes en les mostres problema sʼajusten a una corba hiperbòlica 
amb  una asímptota que tendeix al valor màxim de FRET, confirmant la 
especificitat de la interacció entre tots dos receptors. En canvi, el resultats 
referents al control negatiu sʼajusten a una recta amb  una relació lineal entre els 
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valors de n-FRET i la ràtio acceptor/donador, posant de manifest que, 
efectivament, en aquest cas no es dóna interacció (figura 47). A partir dʼaquests 
resultats es conclou que sʼestà donant una interacció específica entre els 
receptors.

Figura 47. Corba de saturació per FRET entre 5-HT1A i GPR39. La corba descrita pels  resultats de FRET a 
les diferents ràtios donador/acceptor presenta un perfil hiperbòlic que es correspon amb una interacció 

específica.  En canvi, els valors de FRET per al control negatiu mostren un perfil lineal corresponent a una 
interacció inespecífica, validant els resultats obtinguts.

4.3.2.3. Co-immunopurificació

Per tal de corroborar els resultats obtinguts mitjançant les mesures de FRET es va 
analitzar la possible interacció mitjançant co-immunopurificació. En aquest 
experiment les cèl·lules van ser cotransfectades amb quantitats equivalents de les 
següents construccions: 5-HT1A-1D4 i GPR39-EYFP. La co-immunopurificació es 
va dur a terme a mitjançant cromatografia dʼimmunoafinitat utilitzant una matriu de 
Rho-1D4-sefarosa. 5-HT1A-1D4 també va transfectar-se i purificar-se de manera 
independent a mode de control. Lʼanàlisi dels resultats destaca la presència de 
bandes immunoreactives anti-EYFP en el carril corresponent a la co-
immunopurificació (dímer), mentre que no se nʼaprecien 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 
presència del complex 5-HT1A-GPR39, tal i com ja sʼhavia observat per FRET.

4.3.3. Determinació de lʼexistència dʼinteracció entre GalR1-5-HT1A-GPR39

La formació dʼheterocomplexes entre els esmentats receptors es va estudiar 
mitjançant lʼús dels mateixos mètodes que en el cas del dímer. En aquest cas, en 
primer lloc es va dur a terme la co-immunopuficiació.

4.3.3.1. Co-immunopurificació

En aquest cas la cotransfecció es va realitzar utilitzant quantitats equivalents dels 
tres receptors. A més a més, en el gel es va incloure la mostra corresponent al 
dímer 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 dímer com en del trímer, però el 
patró de migració és diferent. En tots dos casos es detecten dues bandes 
superiors corresponents a espècies dʼalta massa molecular, però mentre que per 
al dímer es detecten dues bandes inferiors, només una dʼaquestes es detecta en 
el cas del trímer. No es detecta senyal en els carrils control tal i com sʼesperava. 
El revelat de la membrana amb  anticòs anti-GalR1 mostra bandes 
immunoreactives exclusivament en el carril del trímer i en el del control 
GalR1-1D4, confirmant la presència del trímer. Finalment, com era dʼesperar, el 
revelat utilitzant anti-Rho-1D4 presenta bandes immunoreactives en tots els 
carrils, indicant que la immunopurificació sʼhavia realitzat amb èxit en tots els 
casos. Aquests resultats indiquen que, efectivament, sʼhavia purificat el complex 
GPR39-5-HT1A-GalR1 (figura 48). 
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Figura 48. Immunoblots corresponents als heterocomplexos 5-HT1A-GPR39 i GalR1-5-HT1A-GPR39. En la 
imatge sʼobserven quatre carrils on es van carregar les següents mostres (dʼesquerra a dreta): 5-HT1A-1D4, 

GalR1-1D4, 5-HT1A-1D4+GPR39-EYFP i 5-HT1A-1D4+GPR39-EYFP+GalR1. Els immunoblots permeten 
detectar a interacció entre 5-HT1A-GPR39 i GalR1-5-HT1A-GPR39.

Cal destacar, però, que en el carril del trímer la intensitat de senyal obtinguda per 
al GalR1 és més petita que la obtinguda per a 5-HT1A i GPR39. Per tal de 
descartar una possible predominança del dímer 5-HT1A-GPR39 respecte al trímer 
GalR1-5-HT1A-GPR39 es va estudiar el trímer mitjançant FRET.

4.3.3.2. FRET

Per tal de confirmar lʼexistència de complexes GalR1-5-HT1A-GPR39, es van 
enregistrar les corbes de FRET entre 5-HT1A-ECFP i GalR1-EYFP en presència i 
absència de GPR39 no marcat. Aquestes corbes es van comparar amb les 
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obtingudes, en les mateixes condicions, per a la proteïna de fusió ECFP-EYFP a 
mode de control negatiu (figura 39). Les corbes són positives per a FRET i 
presenten el mateix contorn tant en presència de GPR39 com en absència 
dʼaquest. Les dos bandes característiques es distingeixen clarament, una a 490 
nm corresponent a ECFP i una altra a 527 nm corresponent a EYFP. Això significa 
que 5-HT1A manté la seva capacitat de interaccionar amb GalR1 en presència de 
GPR39. El control positiu va mostrar el mateix comportament, validant 
lʼexperiment (figura 49).

Figura 49. Corbes de FRET entre 5-HT1A-ECFP I GPR39-EYFP. (A) Heterocomplexos. Les corbes es van 
obtenir mitjançant la cotransfecció dels receptors utilitzant dues condicions diferents, 5-HT1A-ECFP+GalR1-

EYFP (  _) i 5-HT1A-ECFP+GalR1-EYFP+GPR39 (---) en concentracions equivalents. La corba referent a 5-
HT1A-ECFP+GalR1-EYFP+GPR39 es presenta desplaçada 0.1 punts per evitar el solapament entre les 

corbes. Els contorns de les dues corbes no mostren diferències significatives, la qual cosa indica que 5-HT1A 
és capaç d'interaccionar amb GalR1 i GPR39 a lʼhora. (B) Control negatiu. El mateix experiment que en el cas 

anterior es va dur a terme amb la proteïna de fusió ECFP-EYFP. La línia continua (  _) representa ECFP-
EYFP sola i la discontínua (---) ECFP-EYFP juntament amb GPR39. La corba referent ECFP-EYFP+GPR39 

es presenta desplaçada 0.1 punts per evitar el solapament entre les corbes. En aquest cas, com era 
dʼesperar, tampoc no sʼobserven diferències entre les corbes.

4.3.4. Estudi de les vies de transducció de senyal derivades dels 
complexos 5-HT1A-GPR39 i GalR1-5-HT1A-GPR39 mitjançant assajos de 
senyalització

Les diferències en la senyalització dels receptors estudiats degudes a la seva 
interacció en heteròmers, es van analitzar mitjançant Luciferase Reporter 
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Assays. Breument, aquests assajos es basen en el fet de que els diferents GPCR 
són capaços dʼactivar diferents factors de transcripció com a conseqüència de la 
seva interacció amb proteïnes G específiques. Per tant, lʼactivació dʼaquests 
factors de transcripció constitueix una mesura indirecta de lʼactivació del receptor. 
En aquest cas particular es va seguir lʼactivació de SRE i NFκβ. Es va escollir 
aquestes dues vies de senyalització en concret per dues raons principals: en 
primer lloc GPR39 senyalitza a través de Gq, G12/13 i Gs després de ser activat per 
zinc, i lʼactivació dʼaquestes proteïnes G, conseqüentment, inicia diferents 
cascades de senyalització que tenen com a punt final lʼactivació dels dos factors 
de transcripció esmentats anteriorment, entre dʼaltres [63,132], i en segon lloc, 5-
HT1A i GalR1 sʼacoblen exclusivament a Gi/G0 que activa SRE però no NFκβ quan 
sʼutilitzen com a agonistes el 8-OH-DPAT i la galanina respectivament. Aquest 
comportament diferencial entre els receptors permet extreure informació 
específica sobre les diferències de senyalització dels mateixos en les formes 
monomèriques respecte les formes heteromèriques.

4.3.4.1. SRE i NFκβ luciferase reporter assay per al dímer 5-HT1A-GPR39

Lʼexposició de lʼheteròmer a 8-OH-DPAT o ZnCl2 dóna lloc a una resposta del 
tipus SRE significativa respecte a les mostres no exposades (p<0.05), entenent-
se que tots dos receptors són actius en el dímer. A més a més, lʼexposició a tots 
dos compostos al mateix temps dóna lloc a una resposta significativament més 
alta a la exhibida per cada receptor de forma independent. Aquest comportament 
evidència que es tracta dʼun senyal additiu (figura 50A).

Pel que respecta a lʼactivitat NFκβ, després de lʼexposició a 8-OH-DPAT no se 
nʼobserva. Aquest resultat sʼajusta al fet de que el receptor 5-HT1A no és capaç de 
senyalitzar via NFκβ i que 8-OH-DPAT no és capaç dʼactivar GPR39. En canvi, 
lʼexposició a ZnCl2 té com a resultat un increment del senyal com a conseqüència 
de lʼactivació de GPR39. Però, el resultat més interessant dʼaquest experiment, 
consisteix en que després de la coactivació de tots dos receptors, el senyal de 
NFκβ és significativament més alt comparat a lʼobtingut utilitzant només ZnCl2 
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com agonista (figura 50A). En conjunt, aquests resultats indicarien que quan els 
receptors es troben formant part de l'heteròmer la coactivació de tots dos dóna a 
algun tipus dʼactivació de 5-HT1A que, o bé incrementa de forma al·lostèrica la 
potència del zinc sobre GPR39, o alternativament, adquireix la capacitat de 
senyalitzar via NFκβ (figura 50C). 

Figura 50. Assaig de senyalització sobre el dímer 5-HT1A-GPR39. Els controls utilitzats corresponen a 
cèl·lules transfectades en absència de DNA (mock) i cèl·lules correctament transfectades però no exposades 

a agonista (no exposades). (A) Resposta via SRE de cèl·lules cotransfectades després de lʼestimulació amb 
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8-OH-DPAT, ZnCl2 o tots dos a lʼhora. En tots tres casos sʼobtenen respostes significativament superiors al 
control. La coactivació amb  tots dos agonistes al mateix temps dóna una resposta superior a la obtinguda per 

als receptors en forma monomèrica, posant  de manifest una senyalització additiva.  (B) Resposta via NFκβ. 
Les condicions dʼexposició utilitzades fóren les mateixes que en el cas anterior. En aquest cas però, per a 

aquesta via de senyalització, no es detecta activació per part de 8-OH-DPAT ja que 5-HT1A no és capaç de 
senyalitzar mitjançant aquesta via. En canvi lʼactivació combinada de tots agonistes exhibeix una resposta 

significativament superior a lʼobtinguda mitjançant lʼactivació exclusiva amb ZnCl2. (C) Representació 
esquemàtica del canvi en la capacitat de senyalització dels receptors com a conseqüència de 

lʼheterodimerització.  La coestimulació incrementa la capacitat de resposta per la via NFκβ. Els resultats 
representen la mitjana ± SD de tres experiments independents realitzats per triplicat. Les comparacions entre 

grups amb diferències 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 presència de GalR1 bloqueja la senyalització per part de 5-
HT1A i GPR39 en totes dues vies. Per tant no es detecta activació en presència de 
GalR1 ni quan les cèl·lules són estimulades amb 8-OH-DPAT ni quan ho són amb 
ZnCl2. En canvi, si que es dóna activació quan les cèl·lules sʼexposen a gal 
(1-29). A més a més, lʼactivació amb tots tres agonistes al mateix temps dóna lloc 
a la mateixa resposta que lʼobtinguda únicament amb  el pèptid de galanina. Per 
tant, es conclou, que quan els tres receptors es troben formant lʼheterocomplex 
només GalR1 és capaç de senyalitzar per la via estudiada (figura 51).
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Figura 51. Assaig de senyalització sobre el trímer GalR1-5-HT1A-GPR39. Els controls utilitzats corresponen a 
cèl·lules transfectades en absència de DNA(mock) i cèl·lules correctament transfectades però no exposades 

a agonista (no exposades). (A) Resposta via SRE de les cèl·lules co-transfectades després de lʼestimulació 
amb  8-OH-DPAT, ZnCl2 i gal (1-29), juntament o per separat. Els resultats mostren lʼabsència de resposta 

després de lʼestimulació amb  8-OH-DPAT i ZnCl2, mentre que aquesta es detecta clarament després de 
lʼestimulació amb galanina. A més a més, lʼactivació de tots tres receptors al mateix temps dóna lloc a la 

mateixa resposta que lʼobtinguda per estimulació exclusiva amb  galanina. Els resultats es poden interpretar 
com que la presència de GalR1 està bloquejant lʼactivitat dels receptors 5-HT1A i GalR1. (B) Representació 

esquemàtica de la senyalització via ERK1/2 que presenta el complexe heterotrimèric, on només GalR1 és 
capaç de senyalitzar. Els resultats representen la mitjana ± SD de tres experiments independents realitzats 

per triplicat. Les comparacions entre grups amb diferències significatives es representen com: *** (P < 0.001), 
** (P ≤ 0.01) i * (P ≤ 0.05) i les no significatives com ns (P > 0.05).

4.3.5. Purificació del receptor GPR39

Per tal de poder dur a terme experiments de SPR amb el trímer GalR1-5-HT1A-
GPR39, només era necessari obtenir la forma purificada del receptor GPR39, ja 
que per als dos altres receptors, ja sʼhavia obtingut. Lʼaplicació dʼaquesta tècnica 
permetria conèixer millor les característiques dʼaquesta interacció triple, així com 
també desxifrar els mecanismes exactes de regulació que sʼamaguen darrera els 
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resultats prèviament obtinguts. Degut a que el sistema de purificació emprat havia 
permès purificar tots dos receptors en forma activa (5-HT1A i GalR1) es va decidir 
utilitzar la mateixa metodologia per a la purificació del GPR39. 

En primer lloc però, igual com en el cas dels receptors anteriors, es va haver 
dʼaddicionar el marcatge corresponent a lʼepítop Rho-1D4. Fent servir el mateix 
protocol que en els casos anteriors, es va obtenir el receptor marcat (figura 52).

Figura 52. Resultat de la seqüenciació de GPR39-1D4. Les seqüències mostren que el marcatge sʼha 
incorporat correctament.

A més a més també es va comprovar mitjançant microscòpia de fluorescència que 
el receptor, marcat i transfectat en la línia cel·lular HEK293S GnTi-, seguia 
mantenint la seva correcta expressió i localització cel·lular a la membrana 
plasmàtica, tal i com sʼhavia fet per als receptors anteriors (figura 53).
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Figura 53. Expresssió i localització cel·lular del receptor GPR39. (A-C) Diferents cèl·lules transfectades amb 
el receptor dʼestudi.  Es va transfectar de forma transitòria cèl·lules corresponents a la línia HEK 293S GnTi- 

amb  el cDNA del receptor dʼestudi. Un cop transfectades, les cèl·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 mitjançant 

microscòpia de fluorescència.

GPR39 presenta una característica 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 purificació es va dur a terme en dues condicions diferents: 1- addicionant 
zinc al medi de solubilització i 2- sense addicionar zinc (considerant que en existir 
aquest catió en el medi, el receptor ja lʼincorpora, és a dir, la purificació ja és 
assistida per zinc sense necessitat d'addicionar el catió). 
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Figura 54. Detecció de la proteïna purificada.  El gràfic mostra els espectres UV-Visibles de la proteïna 
purificada en les diferents condicions de solubilització: en absència de zinc (    ) i en presència de zinc (----). 

La presència del pic dʼabsorbància a 280 nm es detecta en tots dos casos.

Igual com en els casos anteriors, la purificació va donar resultats positius per a 
totes dues condicions de purificació, però partint del mateix nombre de plaques, 
els resultats obtinguts demostren que la purificació és més efectiva (en termes 
quantitatius) quan no sʼaddiciona zinc en el medi solubilització (figura 54), ja que 
la banda a 280 nm, corresponent a la proteïna purificada, és significativament més 
alta en aquestes condicions (la purificació es va donar a partir del mateix nombre 
de plaques transfectades).

4.3.5.1. Caracterització de GPR39 purificat

Seguint la mateixa estratègia que en el cas de 5-HT1A i GalR1 el següent pas va 
consistir en caracteritzar el receptor purificat mitjançant 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 purificació, ja que al donar-se en 
condicions desnaturalitzants no seʼn podia extreure més informació. Incloïa, a 
més, una co-purificació 5-HT1A-1D4+GalR1-1D4 a mode de control. El revelat 
mostra la presència de bandes en tots dos carrils, confirmant la purificació. A més 
a més, la comparació 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 monòmer de GPR39 (≈51 KDa).

Dʼaltra banda, el gel natiu si que es va realitzar per a totes dues mostres. El patró 
electroforètic mostra una única banda, de mida correcta, en tots dos casos, la qual 
cosa significa que en condicions natives, el receptor es troba en forma 
monomèrica. A més, totes dues mostres presenten una certa quantitat de proteïna 
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 purificació assistida per zinc, tot i haver carregat la 
mateixa quantitat de proteïna 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 diferència, la mostra purificada en 
presència de zinc presenta un petit retard respecte a lʼaltra. Això podria ser el 
resultat de canvis en la càrrega dels receptors com a conseqüència de la quantitat 
de zinc unit, tot i això, no afecta el seu estat dʼagregació, que és el que realment 
importa.

Tot semblaria indicar, per tant, que la purificació funciona millor, quan la 
solubilització es dóna en absència de zinc, segurament degut a què la proteïna ja 
es troba unida a zinc (provinent del medi de cultiu) en el moment de la purificació 
(figura 55).

Figura 55. Anàlisi electroforètica de les purificacions corresponents a GPR39.  (A) Western blot. Obtingut 

mitjançant  lʼanticòs 1D4 Lʼordre de càrrega és el següent  (dʼesquerra a dreta): GalR1+5-HT1A i GPR39. Les 
bandes revelen la presència específica de GPR39 en forma monomèrica. (B) Blue-native PAGE.  Les mostres 

es van carregar en el següent ordre (dʼesquerra a dreta):  BSA, GPR39+ZnCl2 i GPR39. En aquest cas només 
es va utilitzar BSA com a marcador ja que seʼn coneix el patró de migració a partir del gel realitzat sobre 5-

HT1A i GalR1. Les bandes obtingudes revelen que en tots dos casos el receptor sʼha purificat de forma 
monomèrica.
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Igual que en el cas de 5-HT1A i GalR1, la presència de formes monomèriques dels 
receptors -en condicions natives- suggeria que els receptors purificats es trobaven 
en estat natiu, però, calia comprovar-ho mitjançant altres tècniques com 
l'espectroscòpia de fluorescència.

Amb aquest objectiu, es va analitzar les variacions en la fluorescència intrínseca 
dels triptòfans del receptor purificat en totes dues condicions seguint la mateixa 
metodologia que en el cas anterior.

GPR39 conté set triptòfans, que representen un 1.5% de la proporció 
aminoacídica total, que en aquest cas és la mateixa en totes dues condicions. Pel 
que respecta a la λ màxima dʼemissió, aquesta és de 332 nm per GPR39 i 334 nm 
per a GPR39+Zinc. En quant a lʼexposició a DTT 10 mM, curiosament aquesta no 
afecta al GPR39 sol en quant a desplaçament de la λ corresponent a la intensitat 
màxima, però si que provoca una disminució dʼaquesta intensitat. En canvi que si 
que presenta un efecte sobre el GPR39 purificat mitjançant purificació assistida 
per zinc. Curiosament, aquest efecte és el contrari a lʼesperat, es dóna un blue-
shift de 1 nm (desplaçament cap a la zona ultraviolada de lʼespectre), tot i que, 
això si, acompanyat dʼuna disminució de la intensitat de fluorescència. A més a 
més, els resultats també mostren que en tots dos casos els receptors es 
desnaturalitzen completament quan són exposats a GndHCl i lʼespectre emès per 
la proteïna passa a coincidir amb el corresponent al triptòfan lliure. També es 
produeix una disminució de la intensitat de fluorescència. Aquest resultat indicaria 
que només el GPR39 purificat en absència de zinc sʼobtindria en la seva forma 
nativa, ja que el seu comportament sʼajusta al teòric en aquestes condicions. Pel 
que fa a la forma purificada en presència de zinc, probablement lʼexcés del catió 
dóna lloc a un mal plegament de la proteïna. Com a conseqüència, el seu 
comportament després de lʼexposició a GndHCl no sʼajusta a lʼesperat.

Totes aquestes dades indiquen que, probablement, en el cas de GPR39 no és 
necessari addicionar zinc quan es solubilitza la proteïna, ja el té incorporat. Per 
això, la purificació simple, dóna com a resultat una proteïna més estable i amb un 
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comportament que coincideix amb lʼesperat per a les condicions experimentals de 
treball (figura 56).

Figura 56. Desnaturalització química dels receptors purificats. Efecte del DTT i el GndHCl en la longitud 
dʼona dʼemissió màxima (λmax) dels receptors GPR39 purificats  sota diferents tractaments. Les diferents 

condicions dʼexposició són les següents: proteïna nativa (   ), exposició a 10 mM DTT (---) i exposició a 10 
mM DTT i 6 M GndHCl (....) durant 30 min a RT. En el cas de GPR39 purificat sol (A),  el DTT pràcticament no 

indueix desplaçament de λmax, però si que disminueix suaument la intensitat de fluorescència.  Per al mateix 
receptor,  el GndHCl juntament amb  el DTT indueixen un desplaçament de λmax a 352 nm donant a la corba  

lʼespectre típic de la corba exhibida pel triptòfan en solució. Per a GPR39 purificat en presència de zinc (B), el 
DTT indueix  un blue-shift sobre λmax i el DTT conjuntament amb el GndHCl indueixen un desplaçament de 

λmax a 352 nm donant a lʼespectre, igual que en el cas anterior, típic de la corba exhibida pel triptòfan en 
solució. Tot  això indica, per tant, que la purificació en absència de zinc té com a resultat  un receptor més 

resistent a la desnaturalització.

Lʼúltim pas en la caracterització del GPR39 purificat, consistiria en realitzar 
experiments dʼactivació del mateix, per poder realitzar després experiments de 
SPR. 
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5. DISCUSSIÓ
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DISCUSSIÓ

Lʼhomodimerització i lʼheterodimerització han emergit com a unitats molt 
importants en la regulació tant de la funció com de la senyalització dels GPCRs. 
Una alteració -o desequilibri- en aquestes interaccions receptor-receptor pot tenir 
conseqüències a nivell fisiològic i jugar un paper clau en la fisiopatogènesi de 
diverses malalties. En el cas de dos dels receptors que sʼhan estudiat en aquesta 
tesi, els receptors 5-HT1A i GalR1, tal i com ja sʼha explicat en la introducció, 
lʼheterodimerització entre ells ha estat descrita així com també la possible 
rellevància dʼaquesta interacció específica en el mecanisme molecular de la 
depressió [133,134]. En aquesta tesi es va decidir aprofundir en aquesta 
interacció.

En primer lloc es va estudiar quines eren les regions aminoacídiques implicades 
en la superfície dʼinteracció. Mitjançant les prediccions de lʼalgoritme anomenat 
triplet puzzles, es va determinar que les possibles regions implicades eren les 
corresponents al triplet LLG tant en un receptor com en lʼaltre. Conseqüentment, 
es va portar a terme la mutació dʼaquests tres aminoàcids a alanina per a, 
suposadament, eliminar la possibilitat dʼinteracció entre tots dos receptors (es 
tracta de receptors marcats amb proteïnes fluorescents (derivats de GFP). Els 
mutants, dos diferents en el receptor de serotonina (tot i que lʼalgorisme només 
senyalava un triplet en concret, 5-HT1A L380A, L381A i 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 mitjançant PCR mutagènica i la seqüenciació va 
confirmar la introducció correcta de les mutacions. Els mutants obtinguts van ser 
els següents: 5-HT1A L42A, L43A i G44A (5-HT1A-ECFP-2), 5-HT1A L380A, L381A i 
G382A (5-HT1A-ECFP-1) i GalR1 F186L, C187R, W188R i E189Q (GalR1-EYFP-1). 
 
El primer estudi sobre aquests mutants, va consistir en la determinació de la 
correcta localització cel·lular i el seu plegament. Mitjançant immunocitoquímica 
fluorescent es va observar com els mutants corresponents al receptor 5-HT1A 
sʼexpressaven, es plegaven correctament i eren capaços de viatjar a membrana. 
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En canvi per al mutant corresponent al receptor GalR1, la localització en 
membrana no era tant clara, justificant la necessitat de realitzar assajos de 
senyalització. Aquest resultat era lʼesperat en els mutants 5-HT1A-ECFP-1 i 5-
HT1A-ECFP-2, degut a les similituds en les característiques fisicoquímiques entre 
els aminoàcids originals i els mutats. Igualment, també era dʼesperar que GalR1-
EYFP-1 no viatgés correctament a membrana, ja que es tractava dʼuna 
mutagènesi molt més dràstica, que entre altres coses, afectava el pont disulfur 
conservat, motiu pel qual era dʼesperar lʼexpressió dʼuna proteïna mal plegada 
incapaç de viatjar a membrana (figura 27). 

Tot i els resultats obtinguts en la immunocitoquímica, faltava comprovar que es 
tractés de receptors actius, per a poder treballar amb ells, ja que la seva correcta 
expressió no garanteix que els receptors siguin actius. A més era una tècnica 
necessària per confirmar que realment el mutant en el receptor GalR1 no 
codificava per a un receptor viable. Els assajos de senyalització 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 lʼactivitat 5-HT1A-ECFP-2 era molt semblant a 
lʼactivitat del receptor salvatge, el mutant 5-HT1A-ECFP-1 presentava una activitat 
significativament superior respecte al salvatge. Aquesta diferència podria ser 
deguda a diversos motius, com per exemple lʼaugment de lʼafinitat del lligand (8-
OH-DPAT) pel receptor o la modificació de la butxaca dʼunió. En el cas del mutant 
GalR1-EYFP-1 no es va detectar activitat com a conseqüència del tractament amb 
el lligand gal (1-29) (figura 28). Això ja era dʼesperar, degut a que es tractava 
dʼuna mutació en quatre aminoàcids, que a més diferien significativament en quan 
a característiques fisicoquímiques respecte als originals. Igualment es va seguir 
endavant amb els experiments en aquest mutant, ja que podria constituir un bon 
control negatiu. 

La capacitat dʼheterodimerització es va mesurar mitjançant espectroscòpia FRET, 
ja que aquesta havia estat la metodologia utilitzada per determinar la interacció 
entre tots dos receptors salvatges [80]. Contràriament a lʼesperat, les corbes de 
saturació per FRET en els parells 5-HT1A-ECFP-1+GalR1-EYFP i 5-HT1A-
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ECFP-2+GalR1-EYFP, mostraven una forma hiperbòlica característica dʼuna 
interacció específica, igual que en el cas de la parella de receptors salvatges 
(figura 29). Però no tant sols això, sinó que el valor de FRET màxim assolit en els 
tres casos era pràcticament el mateix. En canvi els receptors mutants tenien un 
valor de FRET50 que corresponien a la meitat de lʼobtingut amb  la parella de 
receptors salvatges (taula 11). Això significava no només que els receptors eren 
capaços dʼheterodimeritzar després de la mutació, sinó que a més eren capaços 
de fer-ho de manera més eficient (es necessitava menys quantitat de proteïna 
amb  funció acceptora per assolir el mateix grau de transferència energètica). Per 
tant, dʼalguna manera, les mutacions introduïdes tenen una certa implicació en la 
interacció entre els receptors. Es podria pensar, fins i tot, que realment es tracta 
dʼuns triplets implicats en al superfície dʼinteracció, però que al substituïr-se 
bàsicament leucines per alanines, tot aminoàcids apolars, lʼefecte obtingut és el 
contrari a lʼesperat, i en conseqüència, per veure una disrupció de la interacció la 
substitució sʼhauria de portar a terme per aminoàcids amb  característiques 
fisicoquímiques diferents. Respecte a la parella 5-HT1A-ECFP+GalR1-EYFP-1 la 
forma de la corba obtinguda es correspon amb  una relació lineal entre la ràtio 
acceptor/donador i el n-FRET, la qual cosa significa que no es tracta dʼuna 
interacció específica. Aquest comportament ja era dʼesperar, degut al tipus de 
mutacions introduïdes, tal i com sʼha explicat anteriorment, però de totes maneres 
es va fer servir com a control negatiu. 

La comprovació dels resultats mitjançant lʼobtenció de lʼespectre sencer per a les 
corbes de FRET va mostrar que, efectivament, a la mateixa ràtio acceptor/
donador (1:1) la transferència energètica 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 GalR1-EYFP-1 a aquesta mateixa ràtio no es donava 
cap  mena de transferència (figura 30). Aquests resultats són totalment coherents 
amb  els anteriors, confirmant que les mutacions del triplet LLG a AAA produeixen 
un augment de lʼeficiència dʼinteracció. 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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mutació conservativa, tampoc seria capaç de trencar la interacció (igual que en 
els casos estudiats). 

En segon lloc, seguint amb la caracterització a fons dʼaquest heteròmer, es va 
plantejar, en base a tota la informació descrita en la introducció, la hipòtesi de que 
substàncies com el pèptid de galanina, i el zinc, podrien afectar 
lʼheterodimerització entre aquests dos receptors. Pel que respecta a la galanina, 
els resultats de FRET mostraven clarament que lʼexposició a la mateixa no 
donava lloc en cap cas a un trencament en la interacció.

La determinació de lʼefecte del zinc sobre lʼheteròmer es va dur a terme utilitzant 
la tècnica del FRET. En concret es va analitzar lʼefecte sobre el FRET de la 
exposició a diferents concentracions de zinc. Es va observar una disminució clara 
en la transferència energètica, en cultius de cèl·lules HEK293T expressant els 
receptors, com a conseqüència de la presència de zinc en el medi (figura 32). 
Aquest resultat constituia una prova més de la possible implicació de lʼheteròmer 
5-HT1A-GalR1 en la malatia depressiva, però calia caracteritzar la interacció amb 
més detall. Per tal dʼobtenir información cinètica detallada en temps real, que anés 
més enllà dels resultats obtinguts per FRET, es va decidir analitzar lʼefecte del 
zinc en lʼheteròmer mitjançant la tècnica del SPR. Tal i com ja sʼha dit, la tècnica 
requeria, per tal de dur-se a terme en condicions òptimes, lʼobtenció dels 
receptors purificats. Per aquest motiu, els receptors es van purificar mitjançant lʼús 
dʼuna estratègia experimental que ja sʼhavia aplicat amb èxit a altres GPCRs 
[104]. 

Lʼestratègia de purificació consistia en afegir lʼetiqueta Rho-1D4 (lʼepítop 
corresponent als 9 últims aminoàcids de la rodopsina) en la cua C-terminal del 
receptor, així com utilitzar el Tritó X-100 com a agent solubilitzant durant el procés 
de purificació. Les primeres proves experimentals es van dur a terme 
exclusivament amb  el GalR1. Pel que respecta a lʼelecció del detergent adequat a 
utilitzar en lʼelució de la proteïna (depenent de les característiques específiques 
del receptor a purificar) seʼn van provar tres de diferents: DM, CHAPS i OGP. En 
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els tres casos es va obtenir proteïna activa, però lʼelució amb DM és la que va 
tenir un rendiment més 
alt. Per aquest motiu es va escollir el DM com a detergent dʼelució i també, a més 
a més, perquè és el que sʼutilitza en el protocol estàndard de purificació de 
rodopsina [135]. 

Els primers experiments de caracterització de la proteïna purificada (Western blot 
natiu i desnaturalitzant), en les condicions anteriors, van demostrar que la 
proteïna sʼhauria purificat de forma agregada. En condicions desnaturalitzants 
s'observava la presència del receptor, però només en formes oligomèriques. En el 
gel natiu la proteïna no era capaç de córrer indicant la presència de la proteïna en 
forma dʼagregats dʼalta massa molecular. El patró de migració obtingut en els dos 
casos i per a les tres mostres era exactament el mateix, la qual cosa suggeria que 
lʼagregació observada era independent del tipus de detergent utilitzat en lʼelució. 
A tots aquests inconvenients de la tècnica sʼhi unia que la imatge obtinguda del 
Western blot desnaturalitzant no permetia ser concluent en la seva interpretació. 

Per tal de solucionar aquests problemes es van dur a terme dues modificacions 
en el protocol inicial: en primer lloc es va utilitzar la línia cel·lular HEK293S GnTi-, 
una línia cel·lular específica per a lʼexpressió de receptors recombinants. Es tracta 
dʼuna línia cel·lular que no permet la glicosilació de les proteïnes i això en facilita 
la posterior anàlisi mitjançant tècniques electroforètiques. En segon lloc es va 
purificar el receptor en presència del seu lligand, una tècnica que també es coneix 
com a purificació assistida per lligand, i que sʼhavia aplicat amb èxit a dʼaltres 
GPCRs [136,137]. Aquesta nova metodologia va permetre expressar i purificar la 
proteïna de forma eficient, sense modificar, en principi, ni lʼexpressió de la 
proteïna ni la seva localització cel·lular. 

Mitjançant la purificació assistida per lligand es va aconseguir purificar els 
receptors de forma no agregada, segons els resultats d'espectroscòpia UV i el 
patró electroforètic. El gel natiu indicava que tots dos receptors sʼhavien purificat 
en la seva forma monomèrica. Lʼanàlisi dels resultats del Western blot (a partir 
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dʼun gel SDS-PAGE) van mostrar el que semblaria una banda dimèrica 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 lʼSDS pot 
induir oligomerització artefactual [138]. El patrons electroforètics, però, no 
asseguraven que la proteïna estigués correctament plegada. El correcte 
plegament es va verificar mitjançant dues metodologies complementàries: la 
fluorescència intrínseca de triptòfan i la localització immunocitoquímica. 

La fluorescència intrínseca de triptòfan ja havia estat utilitzada amb aquesta 
finalitat anteriorment [119]. Els nostres resultats van mostrar que després del 
tractament amb  DTT la banda dʼintensitat màxima de fluorescència va 
experimentar un canvi, degut a la modificació en lʼambient en què es troben els 
triptòfans del receptor, compatible amb una pèrdua parcial dʼestructura (figura 39). 
A més a més, després de lʼexposició a GndHCl lʼespectre del receptor va adquirir 
la forma corresponent al triptòfan lliure, indicant que la proteïna havia estat 
completament desnaturalitzada. Pel que fa al patró de desnaturalització, es va 
detectar diferències entre el corresponent a 5-HT1A i el corresponent a GalR1, 
consistents en que el canvi estructural observat com a conseqüència de lʼaddició 
de DTT es donava a concentracions més altes en el cas de 5-HT1A, la qual cosa 
podria interpretar-se com una resistència més alta a la desnaturalització parcial 
per part dʼaquest receptor respecte a GalR1. A més a més, lʼanàlisi 
immunocitoquímica va mostrar que tots dos receptors sʼexpressaven a nivell de 
membrana plasmàtica (i no quedàven retinguts en reticle endoplasmàtic) (figura 
36), reforçant la idea de que els receptors sʼhavien purificat correctament plegats 
en les nostres condicions de treball. 

La prova final de lʼestat natiu dels receptors purificats es va obtenir a partir de la 
determinació de la seva capacitat dʼactivació de les corresponents proteïnes G. 
En tots dos casos es va detectar activació de la proteïna G, específica per a cada 
receptor, per mitjà dʼun assaig de fluorescència després de lʼaddició de GTPγS 
(figura 40). Això provava que els receptors sʼhavien purificat en un estat funcional. 
Tot i això sʼobservaven diferències subtils en els patrons dʼactivació de cada 
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receptor que podrien ser degudes a petites diferències en les cinètiques 
dʼactivació. Aquestes dades, juntament amb les proporcionades per la 
fluorescència intrínseca de triptòfan, suggereixen que els receptors purificats 
presenten petites diferències en quant a les seves conformacions funcionals en 
lʼestat purificat, diferències probablement degudes a característiques estructurals 
específiques. Però això no suposava cap  inconvenient per a les subseqüents 
anàlisis mitjançant SPR, ja que, els resultats de caracterització de les proteïnes 
purificades, en conjunt, suggerien que en tots dos casos les proteïnes sʼhavien 
purificat correctament plegades i actives. Cal destacar també, que almenys per als 
receptors estudiats, la presència de lligand augmenta lʼestabilitat de la proteïna en 
estat soluble.

La investigació a fons el procés dʼheterodimerització entre tots dos receptors a 
temps real es va dur a terme, com ja sʼha dit, per mitjà dʼespectroscòpia de SPR, 
que ha emergit com una tècnica molt apropiada per investigar les interaccions 
proteïna-proteïna [139] i mitjançant la qual sʼha caracteritzat amb èxit el procés 
dʼactivació de la rodopsina [140]. Es tracta, a més a més, dʼuna tècnica que 
presenta molts avantatges com lʼalta sensibilitat i fiabilitat, però que no sʼha aplicat 
gaire en el cas dels GPCRs [141]. En el nostre cas es tracta del primer cop que 
sʼutilitza aquesta técnica en experiments on hi ha implicats els receptors 5-HT1A i 
GalR1. Els sensorgrames obtinguts en els experiments mostraven clarament que 
els dos receptors eren capaços dʼheterodimeritzar en la seva forma purificada i 
que es tractava dʼuna interacció 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 dʼassociació (Ka) corresponent a 1.09x104 

M-1.s-1. Tenint en compte el valor més alt per a la constant dʼassociació i el més 
baix per a la constant de dissociació (vegeu 4.2.2.2.3), els resultats van permetre 
concloure una constant dʼafinitat (KD) entre 0.9 i 7 nM, indicant la formació dʼun 
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 dʼinteracció rodopsina-transducina, que es van realitzar també 
mitjançant SPR [140]. 
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Tenint en compte els resultats previs obtingtus mitjançant FRET, lʼobjectiu més 
importants en aquest estudi de SPR era verificar lʼefecte del zinc en el procés 
dʼheterodimerització dels receptors 5-HT1A i GalR1. El zinc és un metall que està 
involucrat en una gran varietat de processos fisiològics i que es troba en tots els 
diferents teixits del cos humà, incloent-hi lʼull i el cervell, entre dʼaltres [142]. A 
més, tal i com ja sʼha descrit, la deficiència de zinc pot donar lloc a certes 
patologies com ara la depressió [143,144]. Estudis previs del nostre grup van 
mostrar un clar efecte dʼaquest metall sobre lʼestructura i lʼestabilitat de la 
rodopsina [145], no sent aquest un cas especial, ja que es poden trobar altres 
exemples on el zinc té una acció directa sobre altres GPCRs [146,147] així com 
també sobre els mateixos 5-HT1A i GPR39 (vegeu 1.2.3.4.1). En aquest sentit els 
resultats van mostrar que el catió era capaç de trencar lʼheteròmer format per 5-
HT1A i GalR1. Quan es va exposar el receptor 5-HT1A a ZnCl2 i es va injectar a un 
sensorxip  amb  GalR1 immobilitzat, la resposta obtinguda va mostrar només nivells 
petits dʼinteracció entre els receptors (comparat amb la resposta obtinguda amb  el 
5-HT1A no tractat amb  zinc), interacció que a més a més, sʼeliminava mitjançant el 
rentat del xip amb el tampó de correguda (comparar figura 41 amb  figura 42). 
Aquesta disminució del grau dʼinteracció i la seva disrupció mitjançant el rentat 
amb  tampó indicaria que es tracta dʼuna unió transitòria a diferencia de 
lʼobservada en absència de zinc que seria específica i estable. 

Els resultats obtinguts mitjançant espectroscòpia de SPR són coherents amb  els 
obtinguts mitjançant FRET. Dʼacord amb els resultats de SPR, obtinguts a través 
de receptors purificats, el zinc evitaria la interacció entre tots dos receptors. Però, 
els resultats obtinguts in vivo (mesures de FRET) no permeten descartar (dʼacord 
amb  els espectres) que hi hagi encara una certa presència dʼheteròmer a una 
concentració de 50 μM de ZnCl2. Això ens ho suggereix la presència dʼuna 
segona banda dʼemissió de ECFP, que podria emmascarar senyals de EYFP 
dʼintensitat petita. Aquesta diferència entre els resultats de FRET i SPR podria 
explicar-se degut a les diferències experimentals de les mostres en els dos tipus 
dʼexperiments, dʼuna part una cèl·lula viva i de lʼaltra un medi molt més controlat, 
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les proteïnes purificades. Lʼincrement de la concentració de ZnCl2 pràcticament no 
alterava el senyal de FRET, suggerint lʼexistència de mecanismes de 
compensació per a aquest increment en la cèl·lula viva. Alternativament, es 
possible que en les cèl·lules una concentració 50 μM de ZnCl2 també produeixi 
una disrupció completa de lʼheteròmer, la qual cosa indicaria que els resultats 
obtinguts mitjançant SPR mostren les característiques intrínseques dels receptors, 
ja que per a aquest experiment tots dos es troben purificats. 

Els resultats anteriors suggereixen, per tant, que la presència del zinc evita 
lʼheterodimerització entre els receptors 5-HT1A i GalR1. Pel que respecta al 
mecanisme pel qual els ions zinc eviten aquesta interacció, una possible 
explicació seria que el zinc actua com un inhibidor de la interacció proteïna-
proteïna, mitjançant la seva unió a una regió localitzada en la superfície 
dʼinteracció entre els receptors. Tot i el fet de que la superfície dʼinteracció entre 5-
HT1A i GalR1 encara no ha estat descrita,  existeixen evidències experimentals en 
relació a la participació de les hèlix TM4 i 5 en la superfície dʼinteracció de 
lʼhomodímer de 5-HT1A [26]. Curiosament, aquest resultat ja havia estat predit 
utilitzant la combinació dels alineaments múltiples de seqüència conjuntament 
amb  el hidden-site class evolution model [148]. Dʼaltra banda, lʼanàlisi de 
lʼestructura cristal·lina dʼaquells GPCRs per als quals seʼn disposa, revelava que 
els dímers es formen a través de la interacció entre dues superfícies: TM1-TM2-
H8 i TM5 i alguns cops TM4, TM6, i també ICL2 [149,150]. Els models moleculars 
realitzats en el marc dʼaquesta tesi (realitzats pel Prof. Juan Jesús Pérez i Cecylia 
Severin) van identificar quatre possibles llocs dʼunió a zinc en el receptor 5-HT1A. 
Aquests llocs es localitzen en les interfícies entre TM4 i TM5 i TM6 i TM7, així com 
també en lʼhèlix TM1 (figura 43). A més a més, també existeix un lloc dʼunió 
putatiu en ICL2 que també estaria involucrat en la superfície dʼinteracció. Cal 
recordar que els triplets LLG en aquest receptor estan situats en TM1 i TM7, 
donant més arguments a extendre la mutagènesi a aquest regió en el futur. En 
conseqüència, tots aquests resultats suggereixen que el zinc actua com un 
inhibidor de les interaccions proteïna-proteïna, inhibint lʼheterodimerització entre 
5-HT1A-GalR1. En qualsevol cas, sʼhauria de dur a terme estudis experimentals 
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com la mutagènesi dʼaminoàcids específics, per tal de descriure amb  detall la 
interacció Zn-5-HT1A-GalR1. 

El conjunt de resultats obtinguts ens han permès descriure lʼefecte que té el zinc 
sobre la formació de lʼheterodimer 5-HT1A-GalR1. Aquests resultats poden tenir 
importants implicacions amb lʼefecte antidepressiu que sʼha descrit àmpliament 
per al zinc. Al mateix temps, els resultats validen la hipòtesi de treball dʼaquesta 
tesi, consistent en que el zinc pot ser un metall important en la regulació del 
balanç entre les formes monomèriques i heteromèriques entre 5-HT1A-GalR1, de 
manera que el zinc pot jugar un paper molt important en el desenvolupament de la 
depressió clínica. Els resultats suggereixen que el zinc és un modulador de 
lʼheterodimerització específica entre 5-HT1A i GalR1 i que la seva homeòstasi pot 
jugar un paper crític en aquesta interacció. Així, en un determinat entorn cel·lular 
amb concentracions apropiades de zinc, els receptors estarien presents 
majoritàriament en forma monomèrica, amb només una petita proporció 
dʼheteròmers, i això es correspondria amb un fenotip  sa. La proporció 
dʼheteròmers possiblement augmentaria, com a conseqüència de la disminució 
dels nivells de zinc, donant lloc a un fenotip depressiu (figura 44). 

Així doncs, els resultats reforcen la teoria de la implicació de lʼheteròmer 5-HT1A-
GalR1 en la depressió clínica i proporcionen una explicació racional per als 
efectes clínics 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 lʼaplicació de tècniques estructurals dʼelevada resolució com ara la 
cristal·lografia de raigs X. 

El tercer bloc de resultats tenen a veure amb el receptor GPR39. Tal i com sʼha 
descrit en la Introducció, la implicació del GPR39 en la depressió clínica ha estat 
descrita prèviament [91,151]. Malgrat això, tot i el paral·lelisme que existeix entre 
les dues associacions (5-HT1A-GalR1-zinc-depressió i GPR39-zinc-depressió), no 

164



existia fins al moment cap  evidència experimental que permetés caracteritzar la 
possible connexió existent entre les mateixes. 

Els experiments dʼimmunocitoquímica realitzats en aquesta tesi varen 
proporcionar la primera indicació de la possible interacció entre 5-HT1A i GPR39, 
ja que es va observar colocalització de tots dos receptors a la membrana 
plasmàtica. Aquesta interacció va quedar demostrada amb els experiments 
posteriors de FRET. Els resultats indiquen que 5-HT1A és capaç dʼinteraccionar 
tant amb  GalR1 com amb GPR39 de manera independent i per tant estaríem 
davant dʼuna interacció entre un GPCR orfe i un “no orfe”, un fenomen 
àmpliament descrit en el camp  dels GPCRs [6,48] (vegeu 1.1.4), i que com en els 
casos dʼexemple aquest [6,48] tindria unes implicacions funcionals.
 
Els resultats anteriors plantejaven la següent qüestió: és factible la formació dʼun 
heterocomplex entre GPR39, 5-HT1A i GalR1. La formació dʼheterocomplexos 
entre tres GPCRs diferents ja ha estat descrita [39,55], per aquest motiu es va 
dissenyar un protocol experimental que incloïa la co-immunopurificació, per tal de 
validar la hipòtesi de la formació de lʼheterocomplex. Els immunoblots resultants 
de les co-immunopurificacions ens van permetre obtenir una banda que 
correspondria a la formació de lʼheterocomplex 5-HT1A-GPR39, i de lʼaltra van 
aportar la primera evidència de la formació de lʼheterotrímer GalR1-5-HT1A-
GPR39. Tot i que els resultats dels immunoblots són clars, la banda corresponent 
a GalR1 en el carril on sʼhavia carregat el trímer era força menys intensa que la 
obtinguda per als altres dos receptors presents en el trímer. Atès que la 
transfecció sʼhavia donat a concentracions equivalents de DNA, aquest resultat es 
podria interpretar com una predominància de lʼheterodimer 5-HT1A-GPR39 
respecte lʼheterotrímer GalR1-5-HT1A-GPR39. Una explicació alternativa podria ser 
que aquest predomini de lʼheterodímer era degut a les condicions de 
processament de la mostra purificada. Per tal dʼaclarir aquest aspecte, es van fer 
mesures de FRET entre els receptors 5-HT1A-ECFP i GalR1-EYFP en presència 
de GPR39 no marcat i sempre en quantitats equimolars. Sorprenentment la 
presència de GPR39 no modificava el patró de FRET entre els receptors GalR1 i 
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5-HT1A, confirmant lʼexistència de lʼheterotrímer. Si el dímer 5-HT1A-GPR39 
hagués prevalgut sobre el trímer, no sʼhagués hagut dʼobservar senyal de FRET, 
cosa que no va passar. 

El paradigma acceptat actualment en quant a lʼheterooligomerització entre GPCRs 
és que es tracta dʼuna estratègia per a multiplicar exponencialment la seva 
capacitat de senyalització, a partir dʼun nombre constant de receptors [151]. Això 
feia que, en el cas dels nostres receptors, sigués interessant monitoritzar com 
modifica la seva capacitat de senyalització els diferents arranjaments entre 
aquests heteròmers, per veure si realment el comportament dels receptors 
dʼestudi sʼajusta al paradigma esmentat.

Efectivament es van obtenir diferents patrons de senyalització tant per a 
lʼheterodímer com per a lʼheterotrímer, que al seu torn diferien amb els de 
cadascun dels monòmers de forma independent i el de lʼheterodímer 5-HT1A-
GalR1 [80]. Breument, els heterooligomers senyalitzarien tal i com es descriu: 
lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 mostraria un comportament trans-inhibitori (quan tots 
dos receptors estan activats per lligand, lʼactivitat és la mateixa que la que sʼobté 
quan només un dʼells és activat, ja sigui 5-HT1A o GalR1 [80]. En el cas de 
lʼheterocomplex GalR1-5-HT1A-GPR39, GalR1 actuaria com un antagonista 
bloquejant al·lostèricament la via SRE en els altres dos receptors, 
independentment del seu estat dʼactivació. Finalment, lʼheterodimer 5-HT1A-
GPR39 mostraria una senyalització additiva (quan tots dos receptors són activats, 
el senyal és superior a lʼobtingut quan només un dels dos receptors és actiu). 
Aquest fenomen de senyalització additiva és confirmat tant per la via del SRE com 
del NFκβ, cosa que difereix respecte a lʼactivitat monomèrica, ja que el 5-HT1A per 
si sol és incapaç de senyalitzar a través de NFκβ. Aquest canvi en la capacitat de 
senyalització del receptor 5-HT1A en la forma complexada respecte a la forma 
monomèrica, pot tenir dues explicacions diferents: la forma activa de 5-HT1A actua 
com un modulador al·lostèric positiu de GPR39, o bé 5-HT1A adquireix la capacitat 
de senyalització per la via del NFκβ. En aquest segon cas, existirien diverses 
explicacions possibles, però la més coherent seria que el receptor sʼacoblés a una 
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proteïna G diferent (Gq). Tot i això sʼhauria de realitzar nous experiments per 
aclarir aquest comportament. 

El comportament diferent observat, en quant a la seva capacitat de senyalització, 
en cadascun dels heterocomplexos, fa pensar que possiblement els tres estats 
dʼoligomerització es poden donar de manera natural en el cervell humà, i la 
predominància de lʼun o de lʼaltre depèn de les condicions cel·lulars específiques 
de cada moment. De fet, els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren que el 
zinc trenca la interacció entre 5-HT1A i GalR1. A més a més, sʼha descrit -per mitjà 
dʼexperiments in vivo- que la deficiència de zinc disminueix considerablement 
lʼexpressió 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 concentració de zinc existent en la cèl·lula en unes condicions 
determinades regularia lʼestat dʼoligomerització dels tres receptors objecte 
dʼestudi, i que això, al mateix temps, regularía les funcions fisiològiques 
associades amb la depressió clínica. Així en presència dʼaltes concentracions de 
zinc sʼevitaria la formació de lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 i al mateix temps, 
sʼafavoriria lʼinteracció de 5-HT1A amb GPR39, lʼexpressió del qual es veuria 
incrementada per lʼefecte agonístic del zinc. En canvi, a concentracions baixes de 
zinc, sʼafavoriria la presència de lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 com a forma 
predominant, ja que la concentració de zinc no seria suficient per a evitar-la, al 
mateix temps que hi haurien uns nivells baixos dʼexpressió de GPR39. El complex 
heterotrimèric, seria una forma intermèdia entre les dues anteriors, que 
evolucionaria cap una o lʼaltra en funció de la concentració de zinc (figura 57). 

Per tal dʼaclarir el mecanisme precís de regulació que el zinc exerceix en els 
diferents estats dʼoligomerització entre els receptors (5-HT1A-GPR39, 5-HT1A-
GalR1 and GalR1-5-HT1A-GPR39), seria necessària la realització de nous 
experiments. Lʼaplicació del SPR sobre lʼheterotrímer utilitzant diferents 
concentracions dʼexposició a zinc, semblaria una bona aproximació 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 humà per mitjà de 
metodologies apropiades com ara el proximity ligation assay. 

En aquesta tesi, va inciar-se el procés de purificació de GPR39, com a últim pas 
de la mateixa. Igual que en el cas de 5-HT1A-GalR1, es va purificar el receptor en 
estat monomèric i correctament plegat, tal i com indiquen els resultats de la 
immunocitoquímica, el Western blot, el gel natiu i la fluorescència intrínseca de 
triptòfan, quedant pendent de comprovar la seva funcionalitat mitjançant activació 
de proteïna G. El GPR39 presentava la particularitat de que el seu lligand es 
troba, de manera natural i en concentracions rellevants, en el medi de cultiu 
utilitzat. Això feia que hi hagués la possibilitat de que la purificació ja fos assistia 
per lligand sense la necessitat dʼaddicionar-lo. Per aquest motiu, es va realitzar la 
purificació en les dues condicions, afegint zinc al medi de solubilització i sense 
afegir-lo. Els resultats mostren que, ja dʼun primer moment, el rendiment de la 
purificació era superior quan no sʼaddicionava zinc, i que en tots dos casos es va 
obtenir proteïna en estat monomèric (dʼacord amb el gel natiu). Però els assajos 
dʼestabilitat mostren que en absència de zinc la purificació donava lloc a un 
receptor més estable, ja que pràcticament no es va veure afectat per la presència 
de lʼagent reductor. El receptor purificat en presència de zinc, en canvi, 
presentava una resposta anòmala al tractament amb GndHCl (blue shift quan la 
teoría indica que sʼhauria de donar un red shift), indicant probablement, que el seu 
plegament no era correcte. 

La determinació detallada dels mecanismes moleculars en els què estan implicats 
els receptors estudiats en aquesta tesi, i la seva relació amb el zinc, hauria sense 
dubte de proporcionar informació de gran utilitat a lʼhora de desenvolupar fàrmacs 
més específics, com per exemple lligands divalents, de manera que es podrien 
obrir noves expectatives terapèutiques per al tractament de la depressió clínica. 
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Figura 57. Mecanisme de regulació, per part del zinc, de lʼestat dʼoligomerització dels receptors GalR1-5-
HT1A-GPR39. Concentracions elevades de zinc eviten la formació de lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 i afavoreixen 

lʼheteròmer 5-HT1A-GPR39. En canvi, a concentracions baixes de zinc, sʼafavoreix la presència de lʼheteròmer 
5-HT1A-GalR1. El complex heterotrimèric,  seria una forma intermèdia entre les dues anteriors, la presència de 

la qual es donaria en uns rangs de concentració de zinc específics. 
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6. CONCLUSIONS
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CONCLUSIONS

Les conclusions a les què sʼha arribat en aquesta tesi són les següents:

 La substitució dels aminoàcids presents en els triplets LLG del receptor 5-
HT1A per alanines augmenta la seva afinitat pel receptor GalR1 .Per tant tot i 
que es pot descartar que aquest tipus de mutacions trenquin o evitin la 
interacció entre els receptors, no es pot descartar la seva participació en la 
superfície dʼinteracció entre 5-HT1A i GalR1.

 La presència de galanina no altera lʼheterodimerització 5-HT1A-GalR1 en 
termes generals. Els valors de n-FRET obtinguts després de lʼexposició de 
lʼheterodímer 5-HT1A-GalR1 al pèptid i les seves variants presenten petites 
variacions respecte al no exposat, en alguns casos en positiu i en altres en 
negatiu, però sempre es dóna interacció.

 La purificació assistida per lligand conjuntament amb el marcatge amb 
lʼetiqueta Rho-1D4, lʼús de Tritó X-100 en la solubilització i DM en lʼelució 
permeten la purificació de 5-HT1A i GalR1 en estat correctament plegat i actiu. 
Així ho confirmen els diferents resultats obtinguts a través de les metodologies 
de caracterització de les proteïnes pures utilitzades: espectroscòpia UV-Visible,  
blue-native PAGE, Western blot i espectroscòpia de fluorescència 
(fluorescència intrínseca de triptòfan i assajos dʼactivació de proteïna G).

 La metodologia del SPR és adequada per a lʼestudi de lʼhetero-                         
-oligomerització entre GPCRs, permetent detectar la interacció entre les formes 
purificades de 5-HT1A i GalR1 i calcular els paràmetres cinètics per tal de 
caracteritzar-la. A més lʼexperiment es realitza en un entorn perfectament 
definit que permet la comparativa dels resultats amb  els obtinguts per mitjà de 
tècniques realitzades en cultius cel·lulars.
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 La presència dʼuna concentració de zinc igual o superior a 50 μM evita 
lʼheterodimerització 5-HT1A-GalR1, tal i com demostren els experiments de 
FRET i SPR. Lʼobtenció del mateix resultat a través de lʼús de dues 
metodologies significativament diferents, confereix fiabilitat al resultat.

 El zinc evitaria la interacció entre 5-HT1A i GalR1 com a conseqüència de la 
seva unió a 5-HT1A a través de les mateixes regions implicades en la 
heterodimerització dels receptors, tal i com indiquen els models moleculars 
realitzats del 5-HT1A prenent com a motlle lʼestructura cristal·lina de 5-HT1B. 
Però es necessitaran noves aproximacions experimentals per tal de 
comprovar-ho.

 El receptor GPR39 és capaç de formar heterodímers amb 5-HT1A i 
heterotrímers amb 5-HT1A i GalR1 tal i com demostren els resultats de FRET i 
les co-immunopurificacions respectives.

 Els diferents estats oligomèrics corresponents als tres receptors presenten 
mecanismes de senyalització diferents entre ells i amb els pertanyents a les 
formes monomèriques. Això fa pensar que tots tres serien necessaris i es 
troben en lʼorganisme. Breument lʼheteròmer 5-HT1A-GalR1 presenta trans-
inhibició, lʼheteròmer 5-HT1A-GPR39 presenta senyalització additiva i 
lʼheterotrímer GPR39-5-HT1A-GalR1 només és capaç de senyalitzar per mitjà de 
GalR1.

 La regulació de lʼestat dʼoligomerització entre tots tres receptors vindria  
donada per la concentració de zinc present en el medi. Així 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. El complex GPR39-5-HT1A-GalR1 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 
hipòtesis.
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 La purificació assistida per lligand no constitueix un bon mètode de 
purificació per a GPR39, almenys si com a lligand sʼutilitza el zinc. La 
purificació seguint el protocol utilitzat per a 5-HT1A i GalR1, però en absència de 
lligand, permet purificar el GPR39 correctament plegat.
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