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Als meus pares

ATl'Ada



Cierto dia se hallaba Govinda descansando, en compaiiia de otros monjes, en los
jardines que la cortesana Kamala regalara a los discipulos de Gotama, y oyé hablar de un anciano
barquero que vivia junto al rio, y a quien muchos consideraban un sabio. Pues aunque Govinda
hubiera vivido siempre en la observacién de la regla y fuera considerado con respeto por los
monjes jévenes en razén de su edad y de su modestia, la inquietud y el afan de busqueda no se
habian extinguido en su corazén.

Llegé al rio, pidié al anciano que lo trasladara a la otra orilla, y al desembarcar le dijo:

- ...¢No seras tu también, barquero, uno de los que buscan el recto camino?

Los viejos ojos de Siddhartha sonrieron cuando contesto:

- ¢ Como puedes llamarte un buscador, oh venerable, estando tan cargado de afios y llevando el
habito de los monjes de Gotama?

- Es cierto que soy viejo, pero nunca he dejado de buscar y nunca dejaré de hacerlo: creo que tal
es mi destino. Y me parece que también ti has buscado. ;Quisieras decirme unas palabras
honorable?

- ¢, Qué podria decirte, oh venerable?. ;Quiza que buscas demasiado y que a fuerza de buscar ya
no encuentras?

- ¢, Cémo as[?- pregunt6 Govinda

- Cuando alguien busca- dijo Siddhartha-, suele ocurrir que sus ojos solo ven aquello que anda
buscando, y ya no logra encontrar nada ni se vuelve receptivo a nada porque sélo piensa en lo
que busca, porque tiene un objetivo y se halla poseido por &€l. Buscar significa tener un objetivo.
Pero encontrar significa ser libre, estar abierto, carecer de objetivos. T, honorable, quiza seas de
verdad un buscador, pues al perseguir tu objetivo no ves muchas cosas que tienes a la vista.

Siddhartha,
Hermann Hesse, 1950.
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1. PRESENTACION DEL TEMA Y OBJETIVOS

Durante los ultimos afios el trabajo del grupo de investigacion, en el que se enmarca esta
Tesis Doctoral, se ha centrado en la caracterizacién de las proteinas capaces de reconocer la
adenosina extracelular. La caracterizacion cinética y molecular del transportador nucleosidico
equilibrativo, de la ecto-adenosina desaminasa y de los receptores de adenosina, eran motivo de
estudio en el momento de iniciarse la investigacién que se presenta en esta memoria. El interés
por estas proteinas de membrana reside en su implicacién en el control de los efectos fisiolégicos
inducidos por la adenosina en las células.

Al principio de la década de los noventa nuestro grupo de investigaciéon habia
caracterizado, cinética y molecularmente, el receptor A, de adenosina de la corteza cerebral de
cerdo. En la determinaci6n de los parametros cinéticos del receptor A, se empleaban técnicas de
unién de agonistas y antagonistas tritiados, metabdlicamente estables. En estos experimentos,
tanto nuestro grupo de investigacién como otros grupos, preincubaban las membranas con la
enzima adenosina desaminasa (ADA) con la finalidad de que la adenosina enddgena no
interfiriese en la unién de los radioligandos. Sin embargo, las notorias variaciones halladas en los
parametros cinéticos de uni6én de los agonistas y antagonistas sintéticos en presencia de ADA no
se justificaba por la presencia de adenosina enddgena en las preparaciones de membranas.
Debido a este hecho, al inicio de esta Tesis nos planteamos el estudio del mecanismo de accién
de la ADA sobre el receptor A; en membranas de corteza cerebral de cerdo.

Mediante técnicas de coinmunoprecipitacion y cromatografia de afinidad se ha puesto de
manifiesto la interaccién molecular entre la ADA y el receptor A; en membranas de corteza
cerebral de cerdo. Este hecho es importante por varias razones. En primer lugar, la ADA es una
proteina globular que no posee ningin dominio estructural de anclaje a la membrana celular por
lo que requiere de alguna molécula que actie como proteina de union de ADA. Hasta este
momento s6lo se habia identificado el antigeno de diferenciacién linfocitario CD26 como
proteina de unién. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta Tesis abren una nueva
perspectiva ya que moléculas distintas al CD26, como el receptor A, de adenosina, pueden actuar
como proteinas de unién de ADA a la membrana. En segundo lugar, ésta es la primera vez que se
demuestra la interaccién a nivel molecular entre un receptor acoplado a proteina G y la enzima
que degrada su ligando natural, lo que sugiere que la ecto-ADA puede tener una funcién

fisioldgica extraenzimatica.
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El estudio de la funcién fisiol6gica de la ecto-ADA al interaccionar con el receptor A; ha
sido el segundo objetivo de esta Tesis Doctoral. Para ello se escogié como modelo de estudio las
células derivadas de musculatura lisa DDT,MF-2, las cuales expresan receptores A; de adenosina
con caracteristicas cinéticas idénticas a los receptores de corteza cerebral. En este sistema, la
interaccion de la ADA vy el receptor A, favorece el acoplamiento de éste y la proteina G;, lo que
permite la correcta transduccion de la sefial a través de este receptor, de manera que es necesaria
la unién de la ecto-ADA al receptor para que los agonistas sean capaces de estimular la
produccion de segundos mensajeros.

Uno de los temas actuales de gran interés en la familia de receptores acoplados a
proteinas G, es el estudio de los mecanismos implicados en la desensibilizacién de estos
receptores. Si bien se habia descrito la desensibilizacion homoéloga del receptor A, en respuesta a
agonistas, los mecanismos involucrados en la desensibilizacion de este receptor estaban atn por
elucidar. El tercer objetivo de esta Tesis ha consistido en profundizar en el estudio de los
mecanismos moleculares implicados en la desensibilizacién homdloga del receptor A, y en el
papel que la ecto-ADA tiene durante este proceso. A este respecto, hemos puesto de manifiesto
que la desensibilizacion homoéloga de los receptores A; estd mediada por una serie de
mecanismos moleculares tales como la fosforilacion del receptor, la agregacion del receptor y de
la ADA en la membrana, el desacoplamiento funcional del receptor, y la internalizacién conjunta
de ambas proteinas a través de la misma via de endocitosis. Ademas, la ecto-ADA modula todos
los procesos involucrados en el fendmeno de desensibilizacion del receptor A,.

Los resultados obtenidos en esta Tesis ponen de manifiesto, por primera vez, la
interaccion en la membrana plasmatica y la modulacién mutua de diferentes proteinas encargadas
de regular la concentracién y los efectos de la adenosina a nivel extracelular, lo que confiere a

éstas proteinas un papel multifuncional.
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2. INTRODUCCION

2.1. REGULACION DE LA CONCENTRACION DE ADENOSINA EXTRACELULAR

2. 1. 1. Papel de la adenosina como regulador fisiolégico

La adenosina es un nucleésido formado estructuralmente por una base purinica de
adenina y una ribosa (Figura 1). La adenosina y sus derivados participan en numerosos procesos
metabdlicos y de regulacion que tienen lugar en las células de los tejidos de los organismos
superiores. Los nucledtidos de adenina, principalmente en forma de ATP, son la fuente principal
de energia en las rutas anabélicas y catabélicas de la célula. Ademads, estos compuestos
participan en numerosos procesos de regulacion metabélica modificando, mediante reacciones de
fosforilacién o directamente como segundos mensajeros (AMP, y ADPR,), la actividad de
numerosas proteinas involucradas en el metabolismo, en interacciones proteina-proteina y en
cascadas de transduccién de sefial. Los derivados de adenosina NAD', NADP*, FAD y coenzima
A intervienen como cofactores en numerosas reacciones enzimaticas de oxidacién-reduccion. Por
otra parte, las purinas junto con las pirimidinas, componen la base estructural de la informacion

genética almacenada en forma de DNA y RNA.

Figura 1. Estructura quimica de la adenosina
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Ademés de su importante papel en el metabolismo celular los nucleétidos y nucle6sidos
purinicos ATP, ADP, diadenosina polifosfatos y adenosina, ejercen funciones de regulacion a
través de receptores especificos de membrana participando en numerosas funciones fisiologicas
y patolégicas (Burnstock, 1989; Windscheif, 1996). Los efectos fisiologicos de la adenosina en
la mayoria de tejidos estin mediados principalmente por su accién sobre los receptores
purinérgicos de tipo P, localizados en la membrana celular (Dalziel and Westfall, 1994). A través
de estos receptores, pertenecientes a la familia de receptores acoplados a proteinas G, la
adenosina actua como hormona autocrina y paracrina en la mayoria de érganos y tejidos
(apartado 2. 4. 5).

2. 1. 2. Mecanismos de produccién y eliminacién de adenosina extracelular

La adenosina se encuentra presente tanto en el interior como en el exterior de la célula,
siendo su concentracién, en ambos compartimentos, determinada por el balance entre su
biosintesis y su degradacion. En el citoplasma celular la adenosina es un metabolito
intermediario del metabolismo purinico cuya sintesis y degradacion estd determinada por el
estado energético de la célula, es decir, por las concentraciones de ATP, ADP y AMP. La
adenosina extracelular se forma por hidrdlisis de nucleétidos de adenina (ATP, ADP y AMP) por
acci6én de ecto-nucleotidasas y es catabolizada por la ecto-adenosina desaminasa (Zimmermann,
1996). Por otro lado, tanto la adenosina intracelular como la presente en el medio extracelular
son totalmente intercambiables, ya que transportadores especificos de nucledsidos transfieren la

adenosina a ambos lados de la membrana (Figura 2; Thorn and Jarvis, 1996).

2.1.2. 1. Formacién de adenosina en el citoplasma celular

Las dos vias implicadas en la formacién de adenosina intracelular son el metabolismo
purinico y las reacciones de metilacion (Figura 2). La produccion relativa de adenosina por cada
una de estas vias depende del estado energético de la célula. En condiciones normales la
adenosina se genera por hidrdlisis de la S-adenosilhomocisteina (SAH) por accién de la S-
adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH, EC 3.3.1.1). El SAH es un intermediario de las
reacciones de metilacion cuyo precursor es el dador de grupos metilos S-adenosilmetionina

(SAM). Sin embargo, cuando se produce un desequilibrio entre la demanda y el aporte
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energético, como por ejemplo en estados de hipoxia o aumentos del consumo energético, la
adenosina se forma rdpidamente por desfosforilacién consecutiva de los nucleétidos ATP, ADP y
AMP (Meghji, 1993). La hidrélisis consecutiva de ATP, ADP y AMP es catalizada por
nucleotidasas especificas. EI| AMP generado de esta manera, formado a partir de IMP o
sintetizado a partir de adenina, puede ser desfosforilado a adenosina mediante la 5"-nucleotidasa
citosdlica. Existen dos formas proteicas solubles de 5 -nucleotidasa (c-N-I y ¢-N-II). La primera
tiene una mayor afinidad por el AMP, mientras que la segunda tiene mayor afinidad por el IMP
que por el AMP (Zimmermann, 1992). Ademés, mientras la segunda forma (c-N-II) tiene una
distribucién tisular amplia, la primera (c-N-I) ha sido {inicamente caracterizada en corazén de
vertebrados donde se expresa junto a la c-N-II (Skladanowski and Newby, 1990;Yamazaki et al.,
1991).

(

SAM —=——— ATP

' K

SAH ADP
1
2,3 * 17 B
IMP AMP <e— Adenina

4 N\

Efectos  Inosina =*=——— Adenosina
fisioldgicos 6

R N W s R T AN T T

Inosina Adenosina AMP ADP ATP

| N~

Figura 2. Metabolismo intra y extracelular de la adenosina.

1, S-adenosilhomocisteina hidrolasa; 2, adenilosuccinato sintetasa; 3, adenilosuccinato liasa; 4, adenilato
desaminasa; S5, 5'-nucleotidasa c-N-II; 6, adenosina desaminasa; 7, adenilato quinasa; 8, 5'-nucleotidasa
¢-N-I; 9, adenosina quinasa; 10, adenina-fosforibosil transferasa; 11, transportador nucleosidico; 12,
ecto-ATPasa; 13, ecto-ADPasa; 14, ecto-5"-nucleotidasa; 15, ecto-adenosina desaminasa; 16, ecto-ATP-
difosfohidrolasa; 17, receptores de adenosina.

INTRODUCCION 7



La adenosina puede ser fosforilada a AMP por la adenosina quinasa (EC 2.7.1.20) o ser
desaminada a inosina por la adenosina desaminasa citosélica (ADA; EC 3.5.4.4). En general, la
fosforilacién es la principal via de desapariciéon de la adenosina intracelular (Gu and Geiger,
1992 ), aunque cuando su concentracién es elevada, por ejemplo en condiciones de hipoxia, es
basicamente desaminada (Fisher and Newsholme, 1984). La adenosina formada
intracelularmente puede ser transportada al medio extracelular a través de la membrana por los
transportadores nucleosidicos. En estados de gran actividad metabélica, por ejemplo en hipoxia y
estrés, se produce una gran cantidad de adenosina y, como consecuencia de la falta de ATP
disponible, la adenosina no transformada a inosina por la adenosina desaminasa, aparece en el

espacio extracelular mediante el transporte de difusion facilitada.
2. 1. 2. 2. Formacion de adenosina en el espacio extracelular

La adenosina extracelular procede principalmente de la hidrélisis de ATP, ADP, AMP y
diadenosina polifosfatos (Ap,A) procedentes de la propia célula o de células vecinas y del
transporte desde el citosol celular cuando su produccién intracelular aumenta. Los nucleétidos de
purina en el espacio extracelular son degradados por una gran vaﬁedad de ecto-enzimas,
conocidas con el nombre genérico de ecto-nucleotidasas, capaces de hidrolizar esos compuestos
(Gordon et al., 1989; Zimmerman, 1996). En el cerebro (Wu and Phillis, 1978), en sinaptosomas
(Fiedler et al., 1992), en atrium (Tokunaga et al., 1995), en células cromafines adrenales (White
et al.,, 1987), en vaso deferente (Drake and Petersen, 1992) y en uniones neuromusculares
(Redman and Silinsky, 1994), el ATP es almacenado y liberado en vesiculas de secrecién junto
con neurotransmisores cldsicos, como acetilcolina o catecolaminas. Por otro lado, las células
activadas neuronalmente, tales como células de musculatura lisa (von Kiigelgen et al., 1994) o
estriada (Cunha and Sebastiao, 1993), liberan ATP mediante canales de membrana que actian
como transportadores de ATP. Los derivados de diadenosina Ap,A también son almacenados
junto con ATP y catecolaminas en vesiculas sindpticas y granulos de secrecién. Posteriormente
estas vesiculas se liberan por exocitosis al medio extracelular (Rodriguez del Castillo et al.,
1988; Pintor et al., 1991, 1992, 1997b).

En el espacio extracelular los nucleétidos de purina son hidrolizados hasta adenosina por
ecto-nucleotidasas presentes en una gran variedad de tejidos, aunque su expresion puede estar

restringida a ciertos tipos celulares dentro de un tejido (Zimmerman, 1996, revisién). El ATP se
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desfosforila a ADP por accién de la ecto-ATPasa (EC 3.6.1.3) y a AMP por la ecto-ATP-
difosfohidrolasa (EC 3.6.1.5) (Ziganshin, 1994). Esta ultima enzima tambien seria, junto con la
ecto-ADPasa (EC 3.6.1.6), la responsable de la hidrélisis de ADP en AMP. La presencia de ecto-
adenilato quinasa (mioquinasa, EC 2.7.4.3) en ciertos tipos celulares seria la responsable de la
transformacion reversible entre el ADP y el ATP y AMP (Zimmermann, 1996). Por otro lado, las
diadenosina polifosfatasas halladas en células cromafines adrenales y células endoteliales de
aorta, son las responsables de hidrolizar una gran variedad de Ap,A (AP4A, ApsA y ApgA) a
AMP y Apg.y (Ogilvie et al., 1989; Rodriguez-Pascual et al., 1992), por lo que estos
compuestos también son una fuente de AMP. El AMP generado es desfosforilado a adenosina
mediante la ecto-5"nucleotidasa (EC 3.1.3.5), si bien en musculo esquelético se ha observado la
presencia de 5'-AMP desaminasa la cual desaminaria el AMP a IMP (Cunha and Sebastiao,
1991). La ecto-5"-nucleotidasa, enzima dimérica y anclada a la membrana mediante un glicosil-
fosfatidilinositol (GPI), es una proteina diferente de las dos formas intracelulares. Esta enzima
tiene preferencia por AMP y es fuertemente inhibida por ATP y ADP (Zimmerman, 1992). Se ha
sugerido que la forma soluble de 5’-nucleotidasa, con caracteristicas cinéticas y moleculares
iguales a la ecto-5'nucleotidasa, deriva de ésta (Fini et al, 1990; Zimmerman, 1992). Aunque
existe la ecto-fosfatasa alcalina, una fosfatasa no especifica que hidroliza ATP, ADP y AMP a
adenosina, su contribucién a la hidrélisis de esos nucledtidos extracelulares parece ser muy baja
(Cunha and Sebastiao, 1991).

La adenosina extracelular puede ser desaminada a inosina mediante la accion de la ecto-
adenosina desaminasa (ecto-ADA), la cual se ha detectado en cerebro de rata (Centelles et al.,
1986), en células sanguineas (Franco et al., 1990; Aran et al, 1991), en tibulo proximal de rifién
(Blanco et al., 1993; Schrader et al.,, 1994) y en corazén (Meghji et al., 1988). Ademas, la
adenosina puede ser transportada al interior de la célula mediante los transportadores
nucleosidicos, proceso encaminado a recuperar los niveles de nucleétidos intracelulares después
de su hidrélisis (Thorn and Jarvis, 1996). La ecto-adenosina desaminasa junto con el
transportador nucledsidico de purinas serian los sistemas responsables de la disminucién de la

concentracion extracelular de adenosina.
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2. 1. 2. 3. Transportadores nucleosidicos de membrana

La adenosina, debido a su naturaleza hidrofilica, necesita de sistemas de transporte
especializados para atravesar la membrana celular. Existen transportadores nucleosidicos en
numerosas células de diferentes tejidos y especies. Su existencia responde a varios factores. En
algunos casos, tales como en células intestinales y renales, son necesarios para la reabsorcién de
nucledsidos provenientes de la dieta o del filtrado glomerular. Algunas células animales tales
como enterocitos intestinales, ciertas células cerebrales, eritrocitos y linfocitos, son incapaces de
sintetizar de novo purinas y deben obtenerlas de la dieta o de la sintesis de novo en otras células
como los hepatocitos (Murray, 1971). En cualquier caso, los transportadores nucleosidicos
modulan los niveles de adenosina plasmaticos y extracelulares, lo cual es importante para regular
los efectos de la adenosina a través de sus receptores de membrana. Una prueba de ello es que la
inhibicién de los transportadores potencia la accién que la adenosina y sus andlogos estructurales
ejercen a través de sus receptores (Baer and Vriend, 1984; Jarvis, 1988; Geiger and Fyda, 1991).

El intercambio de adenosina entre el interior y el exterior de la célula estd mediado por el
transportador nucleosidico equilibrativo (o de difusién facilitada) y/o el transportador
nucleosidico concentrativo Na'-dependiente. El transportador nucleosidico equilibrativo
transporta bidireccionalmente con baja o moderada afinidad (K, para la adenosina de 20-50 pM)
nucleésidos purinicos y pirimidinicos (Plagemann et al, 1988). Se han detectado dos tipos de
transportadores nucleosidicos equilibrativos que se diferencian por su sensibilidad al inhibidor
nitrobenziltioinosina (NBMPR). El transportador es (equilibrativo, sensible) tiene una alta
afinidad (K4< 5nM) por el NBMPR y una constante de inhibicion baja (K= 0.1-1 nM), lo cual lo
caracteriza como el transporte que se inhibe a concentracién nanomolar de NBMPR (Plagemann
and Woffendin, 1988; Griffith and Jarvis, 1996). El transportador nucleosidico equilibrativo ei
(equilibrativo, insensible) exhibe menor afinidad por sus sustratos nucleosidicos y es inhibido
s6lo a concentracién alta (uM) de NBMPR (Belt and Noel, 1985; Lee and Jarvis, 1988). En
algunos tipos celulares el transportador ei es el Gnico presente, sin embargo la mayoria de células
expresan tanto el ei como el es en proporciones variables (Plagemann et al, 1988). Recientemente
se ha clonado el transportador nucleosidico equilibrativo es de placenta humana (Griffiths et al.,
1997). El ¢cDNA de este transportador codifica para una glicoproteina de 456 aminoécidos y 50

kDa de peso molecular, la cual se ha predicho que forma 11 segmentos transmembrana. Esta
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proteina se expresa principalmente en corazon, cerebro, glandula mamaria, pulmén, higado fetal,
placenta y eritrocitos (Griffiths et al., 1997).

Otro de los mecanismos implicados en el transporte de nucledsidos a través de la
membrana es el transporte activo de nucleésidos Na'-dependiente. El transporte activo es un
proceso unidireccional, concentrativo y requiere un gasto energético. Este sistema transporta
nucledsidos al interior de la célula en contra de su gradiente de concentracién junto con un i6n
Na" o K" (Williams et al., 1989; Williams and Jarvis, 1991). Se han caracterizado hasta el
momento cuatro transportadores nucleosidicos Na'-dependientes en base a su especificidad de
sustrato y sus caracteristicas moleculares: N1, N2, N3 y N4 (Thorn and Jarvis, 1996). El
transportador N1 se encuentra ampliamente distribuido (higado, yeyuno, pulmén, corazén,
cerebro y musculo esquelético) y transporta principalmente nucledsidos purinicos, uridina y
desoxiuridina. El clonaje y expresion del transportador N1 muestran que éste es una proteina de
659 aminoacidos, de peso molecular 72 kDa y que probablemente estd formada por 14
segmentos transmembrana. Ademas, su secuencia aminoacidica contiene cinco sitios posibles de
N-glicosilacién, consenso de unién de ATP/GTP y varios sitios consenso de fosforilacion para la
PKA y la PKC (Che et al., 1995). El transportador de tipo N2 se ha encontrado inicamente en
rifién e intestino, donde transporta nucledsidos pirimidinicos, adenosina y sus analogos (Yao et
al., 1996; Vijayalakshmi and Belt, 1988; Williams and Jarvis, 1991). La clonacién del
transportador nucleosidico N2 de yeyuno de raia ha mostrado que es una proteina formada por
648 aminoacidos, con 14 posibles dominios transmembrana (Huang et al, 1994). El
transportador nucleosidico N3 tiene una amplia especificidad de sustrato y tinicamente se expresa
en epitelio de plexo coroide y yeyuno de rata (Wu et al., 1992). El transportador N4, tinicamente
se ha encontrado en rifion humano donde tiene una especificidad similar al N2 pero ademas une
guanosina (Gutierrez et al., 1992). Es interesante resaltar que tanto la adenosina como la uridina
son sustratos de los cuatro cotransportadores Na'-dependientes. Un nuevo tipo de transportador
nucleosidico Na'-dependiente, sensible a NBMPR y dipiridamol ha sido hallado recientemente
en células linfoides y podria representar un nuevo tipo, N5, de transportador nucleosidico
concentrativo (Griffith and Jarvis, 1996). En algunas células, como por ejemplo células de tibulo
renal, se expresan conjuntamente el transportador activo Na'-dependiente y los transportadores

equilibrativos, aunque no necesariamente en el mismo dominio de la membrana (Williams et al.,
1989).
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2. 2. ADENOSINA DESAMINASA

La adenosina desaminasa (ADA, EC 3.5.4.4) es una enzima citosdlica cuyo defecto
genético causa la inmunodeficiencia severa combinada (Hershfield and Mitchel, 1995). El gen
humano de la ADA ha sido clonado y secuenciado (Wiginton et al., 1986), la estructura
tridimensional de la proteina ha sido resuelta mediante cristalizacién y difraccién de rayos X
(Wilson et al., 1991) y se han generado ratones knockout de la enzima en diferentes laboratorios
(Wakamiya et al., 1995). Algunos grupos de investigacién han mostrado que la ADA aparece
unida a la superficie celular, donde degrada adenosina extracelular. Sin embargo,
descubrimientos recientes sugieren una funcién extraenzimética y un papel coestimulador de la
ecto-ADA. Catania y colaboradores (1991) han demostrado que la ADA induce en neuronas de
cerebelo aumentos en la mobilizacién intracelular de Ca®* e inositoles fosfato
independientemente de su actividad catalitica. La ecto-ADA, activa o inhibida, incrementa la
proliferacion celular de linfocitos T al interaccionar con el marcador de diferenciacion
linfocitario CD26 y actia como molécula coestimuladora junto con el TCR/CD3 (Martin et al.,
1995; Jeanfavre et al., 1996).

2. 2. 1. Caracterizacién molecular y cinética de la adenosina desaminasa

La adenosina desaminasa es una proteina codificada por un tnico gen localizado en el
cromosoma 20 (Tischfield et al, 1974). La clonacién y secuenciacion del gen humano ha
mostrado que la ADA est4 formada por 362 aminoécidos y tiene un peso molecular de 41 KDa
(Daddona et al, 1984; Wiginton et al., 1986). La posterior secuenciacion de la ADA murina
(Yeung et al, 1985) y la de E.coli (Chang et al., 1991), y la comparacién de las secuencias mostrd
que existe un 33% de identidad y un 50% de homologia entre las enzimas de esos mamiferos y la
bacteriana. Ademés, en la estructura primaria de las tres enzimas hay cuatro secuencias
aminoacidicas, de al menos cuatro aminoacidos, que estan altamente conservadas, y dos de ellas
estan también conservadas en cuatro AMP desaminasas estudiadas (Chang et al., 1991).

Hirschhorn y colaboradores (1994) demostraron que la sustitucion de una Asn por un Asp
es la responsable del polimorfismo genético de la ADA. De hecho, la sustituciéon de un
aminoacido neutro por uno anidnico es consistente con la menor migracién electroforética

anddica de las bandas proteicas correspondientes al llamado fenotipo 2 respecto al fenotipo 1. Se
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ha podido confirmar la existencia de dos alelos en un locus autosomal (alelos 1 y 2). Los
fenotipos ADA1, ADA2 y ADA1-2 son producto de la combinacion de estos alelos. El fenotipo
ADALI es el mas comin (89 %), seguido del fenotipo ADA1-2 (11 %) y del ADA2 (0.2 %)
(Hirschhorn and Ratech, 1980). Los eritrocitos de donantes que expresan el fenotipo mas
abundante (ADA1), dan lugar a un patrén electroforético que consiste en una banda mayoritaria y

dos bandas minoritarias que son resultado de la modificacién postranscripcional de la ADA].

Figura 3. Estructura tridimensional de la adenosina desaminasa.
(A) Estructura tridimensional de la ADA segun Wilson et al. (1991) y el centro activo donde se
une la adenosina (verde). (B) Estructura globular de la ADA. Los aminoacidos hidrofilicos estan

representados en color morado y los hidrofébicos en color amarillo.

En 1991, Wilson y colaboradores, mediante difraccion de rayos X, determinaron la
estructura tridimensional de la ADA murina unida al andlogo del estado de transicion 6(R)-
hidroxil-1,6-dihidropurina ribonucleosido (HDPR) (Figura 3). La estructura secundaria de la
ADA esta constituida por un dominio de hélice a/barril 3, formada por ocho ldminas paralelas [3
centrales y ocho hélices a periféricas, ademas de cinco hélices o adicionales (Wilson et al,
1991). Esta enzima tiene una estructura muy compacta caracterizada por la presencia mayoritaria

de aminoacidos hidrofilicos en su superficie y de pequefios dominios de aminoacidos
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hidrofébicos en su parte més externa. El centro activo est4 situado entre el extremo C-terminal y
los bucles que conectan las laminas del barril B. Ademds, esta enzima contiene un i6n Zn* que
participa directamente en el mecanismo de la reaccién (Wilson et al., 1991; Wilson and Quiocho,
1993). Mediante mutagénesis dirigida y estudios estructurales se ha demostrado que el Asp 295,
el Asp 296 y el Glu 217 son esenciales para el reconocimiento del sustrato y el proceso catalitico
(Wilson and Quiocho, 1993; Mohamedali et al., 1996; Sideraki et al., 1996).

La adenosina desaminasa es una amino hidrolasa que cataliza la desaminacion
irreversible de adenosina y 2’-desoxiadenosina en inosina y 2’-desoxiinosina respectivamente
(Conway and Cooke, 1939). También son sustratos de la ADA los derivados de la adenosina
modificados en el anillo purinico o en la molécula de ribosa, pero no asi los derivados
fosforilados (Agarwal et al., 1975). Esta enzima tiene un comportamiento michaeliano, con una
K., para la adenosina de 10-100 uM y una afinidad ligeramente menor para la 2'-
desoxiadenosina (Fonoll et al., 1982; Centelles et al., 1988; Lupidi et al., 1992). El mecanismo
de la reacci6n es una adicién-eliminacién con dos etapas (Figura 4). La primera consiste en el
ataque de una molécula de H,O sobre la adenosina, forméndose un intermediario tetrahédrico el
cual en la segunda etapa produce inosina por medio de la eliminacién de amoniaco (Frick et al.,
1986; Wolfensen and Frick, 1986). La etapa limitante de la reaccion es la formacion del
intermediario tetrahédrico (Kurz et al., 1985, 1987) y mds concretamente la protonacién del
nitrégeno 1 de la adenosina (Orozco et al., 1989, 1990).

En la caracterizacion cinética de la ADA se han utilizado tres tipos de inhibidores de la
actividad enzimatica:

- Inhibidores andlogos estructurales de la adenosina que conservan el anillo purinico, tales
como la inosina, la nebularina, el ribosido de purina (Kurz and Frieden, 1987) y el 1-
deazoadenosina (Wilson and Quiocho, 1993). Estos inhibidores son de tipo reversible,
competitivos y con una constate de inhibicion (K;) similar a los valores de la K, de la adenosina.
Dentro de este grupo, el inhibidor 9-(eritro-2-hidroxi-3 nonil)adenina (EHNA) y sus derivados
hidroxilados son los més potentes con K; del orden de nanomolar (Vargeese et al., 1997).

- Los inhibidores andlogos del estado de tramsicién son inhibidores aparentemente
irreversibles muy potentes. Entre ellos se encuentran la coformicina (Nakamura et al, 1974),
la2’-desoxicoformicina (Padua et al., 1990; Marrone et al., 1996) y el 6(R)-hidroxil-1,6-

dihidropurina ribonucledsido (HDPR). En el caso de la 2'-desoxicoformicina la formacién del
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Figura 4. Reaccién catalizada por la adenosina desaminasa.

complejo inicial con la enzima es una etapa rapida y reversible, con una constante de disociacion
de 100pM. El posterior cambio conformacional de la enzima produce la unidn irreversible del
inhibidor. Los valores de K; descritos para este inhibidor son inferiores a nanomolar (Agarwal et
al., 1977; Showalter et al., 1983).

- Los cationes divalentes como el Cd**, el Cu** y el Hg*" inhiben parcial o totalmente la
actividad enzimatica de la ADA (Schrader et al, 1990).

2.2.2. Distribucién tisular de la adenosina desaminasa. Ecto-adenosina desaminasa

La adenosina desaminasa se encuentra ampliamente distribuida en todos los tejidos de las
diferentes especies animales estudiadas hasta el momento. La distribucidn tisular de la ADA es
practicamente idéntica en el hombre, el ratén y el conejo (Van der Weyden and Kelley, 1976;
Trotta et al., 1979; Ungerer et al, 1992). En el tracto gastrointestinal, principalmente en el
duodeno, el estdbmago y el yeyuno, y en los 6rganos linfoides como el timo y el bazo, es donde se
detecta la mayor actividad especifica. Por el contrario la tiroides, el rifion, el corazén, el higado y
el misculo esquelético poseen concentraciones mucho menores de esta enzima. Las primeras
purificaciones de ADA por técnicas de cromatografia de filtracién en gel y cromatografia de

afinidad pusieron de manifiesto la existencia de una gran heterogeneidad molecular de esta
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enzima. En tejidos con mayor actividad especifica como el timo, el bazo y el estomago se
detectaba una forma enzimdtica de bajo peso molecular (ADA, 36-40 kDa); en cambio, en tejidos
con menor actividad ezimatica, tales como el rifién, el pulmon, el higado y el intestino, se detecto
predominantemente una forma de elevado peso molecular (ADA.¢p, 200 kDa) (Van der Weyden
and Kelley, 1976). Los tratamientos desnaturalizantes con medio dcido provocaban la conversién
de la forma de alto peso molecular en la de bajo peso molecular. Ademas, la forma de bajo peso
molecular podia convertirse en la de mayor peso molecular (ADA,cp) mediante la unién a una
proteina que se denominé complexing protein (CP) o ADA binding protein (Trotta et al., 1979).
En realidad, la forma de alto peso molecular consistia en un dimero de ADA binding protein
(ADAbp, 95-110 kDa) sin actividad adenosina desaminasa que era capaz de unir dos moléculas
de ADA (Daddona and Kelley, 1978). Por otro lado, se ha detectado una forma minoritaria de
ADA de peso molecular intermedio (100-110 kDa) codificada por un locus génico diferente
(Hirschhorn and Ratech, 1980). Las caracteristicas cinéticas de esta enzima difieren mucho de la
ADA comin. Esta forma es resistente a la inhibicion por EHNA y DCF, y tiene una afinidad
mucho menor por la adenosina, con una K, 10 veces mayor que para la ADA. Aunque esta
forma parece ser importante en especies como anfibios, marsupiales y gallina, en el hombre
representa una proporcién muy baja; respecto a la actividad ADA total en el bazo y apéndice hay
unicamente un 2 %, llegando hasta un 12% en el higado y un 20% en monocitos (Van der
Weyden and Kelley, 1976; Hirschhorn and Ratech, 1980).

En células sanguineas se detecta una gran expresiéon de ADA. En linfocitos y monocitos
su concentracién es unas 10 veces superior a la encontrada en pulmén y musculo. En linfocitos
un 80 % corresponde a ADA monomérica y un 20 % a ADA unida a ADAbp (Ungerer et al.,
1992). En eritrocitos inicamente se encuentra la forma molecular de 36-40 kDa (Schrader et al.,
1979; Daddona and Kelley, 1977).

Hasta finales de los afios ochenta no se tuvo evidencia de la existencia de ADA unida
extracelularmente a la membrana celular (ecto-ADA). Desde entonces numerosos estudios
bioquimicos e inmunocitoquimicos han sugerido la presencia de la ecto-ADA en eritrocitos
(Franco et al., 1990), en plaquetas (Franco et al., 1990), en linfocitos (Dinjens et al., 1986; Aran
et al., 1991; Martin et al., 1993), en células endoteliales coronarias (Meghji et al., 1988) y en
tubulo proximal de rifién (Blanco et al., 1993; Schrader et al., 1994). Las células sanguineas han
sido el modelo més estudiado para la expresion de ecto-ADA. En linfocitos la expresion de ecto-

ADA varia desde el 80 % de la poblacién linfocitica B a un 20 % en la T (Aran et al., 1991).
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Curiosamente, a pesar que el nimero de moléculas de ecto-ADA por célula es mucho mayor en
células B que en células T, la actividad enzimatica total es mucho mayor en estas tltimas (Vives-
Corrons et al., 1988; Aran et al., 1991).

Hasta el momento no se han podido detectar diferencias moleculares o de actividad
enzimatica entre la ADA citosdlica y la ecto-ADA. Ademas, s6lo se ha encontrado un tinico gen
para ADA que codifica para una proteina de peso molecular de 36-44 kDa, segun la especie, por
lo que cabe suponer que la ADA citosélica y la ecto-ADA son idénticas en su secuencia

aminoacidica.

2. 2. 3. Proteinas de unién de la ecto-adenosina desaminasa

La ausencia de un péptido sefial o posibles dominios transmembrana en la molécula de
ADA ha llevado a suponer que esta enzima estd anclada a la membrana celular a través de una
proteina de unién que actuaria a modo de receptor. Tal como se ha descrito en el apartado
anterior, a mediados de los afios setenta, distintas técnicas de purificacion de la enzima
evidenciaban la presencia de diferentes formas moleculares de ADA como consecuencia de la
interaccion de la enzima monomérica con una glicoproteina soluble denominada proteina de
unién de ADA o ADA binding protein (ADAbp) (Van der Weyden and Kelley, 1976; Schrader et
al., 1979). Esta proteina de unién es un dimero de peso molecular 200 kDa, capaz de unir dos
moléculas de ADA (Daddona and Kelley, 1978) y que difiere entre las diferentes especies por su
composicién glicoproteica (Schrader et al., 1979). La posible participacién de la ADAbp como
proteina de unién de ecto-ADA empez6 a vislumbrarse al descubrirse que podia estar unida a la
membrana (Daddona and Kelley, 1978; Schrader and Bryer, 1982). Andy y Kornfeld (1982)
descubrieron que la ADAbp era una proteina integral de membrana en fibroblastos humanos. Se
pudo caracterizar la unién de la ADA a la ADAbp como una unién saturable de alta afinidad (K4
= 10 nM), que practicamente no varia entre pH 5-9.5 y que se afecta por la presencia de iones
divalentes (Schrader et al., 1990).

Recientemente, se ha demostrado que la ADAbp corresponde a la proteina CD26, un
antigeno de diferenciacién linfocitario, previamente identificado como dipeptidil peptidasa IV
(DPPIV, EC 3.4.14.5) (Ulmer et al., 1990). El CD26 es una serin proteasa que hidroliza
dipéptidos de la regién amino terminal de polipéptidos con L-Pro o L-Ala situados en la

penultima posicién (Yaron and Naider, 1993). Hasta el momento no se conoce ningun sustrato
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natural del CD26 por lo que el papel fisiolégico de este enzima esté por elucidar. Recientemente
diversos grupos han clonado los cDNA que codifican para el CD26 humano, de rata y de ratén
(Marguet et al., 1992; Tanaka et al., 1992; Yaron and Naider, 1993). E1 CD26 o0 ADAbp es una
sialoglicoproteina integral de membrana formada por un dominio intracelular de 6 aminoécidos,
una region transmembrana de 22 aminoécidos y un dominio extracelular de 738 aminodcidos, el
cual contiene el centro activo y el sitio de unién de la ADA (Fleisher, 1994). La proteina esta
constituida por dos subunidades idénticas de peso molecular 110 kDa. La capacidad de
interaccion entre el CD26 y la ADA se ha puesto de manifiesto en linfocitos T mediante técnicas
de coinmunoprecipitacién y citometria de flujo con anticuerpos especificos (Kameoka et al.,
1993; De Meester et al., 1996). Parece ser que ni la actividad adenosina desaminasa ni la
dipeptidil peptidasa IV son esenciales para la interaccién alostérica de las dos proteinas (Dong et
al., 1996; Jeanfavre et al., 1996).

El CD26 (o ADAbp) se expresa constitutivamente en una gran variedad de células,
principalmente en células epiteliales de intestino, tibulo proximal de rifién, placenta y cerebro
(Trotta, 1982; Stein et al., 1989). En linfocitos T su expresion estd fuertemente regulada. Asi,
esta proteina se expresa en baja concentracién en linfocitos T de sangre periférica, pero su
concentracion se incrementa cuando las células T se activan (Fleisher, 1987). La activacién de
los linfocitos también produce un incremento de la expresion de la actividad ADA de membrana
junto con otros marcadores linfociticos (Martin et al., 1993).

Aunque existen evidencias de que la ADA se une al CD26 en la membrana plasmatica, en
algunos tejidos de ciertas especies no existe una correlacion entre la distribucion e interaccién de
la ADA y su proteina de unién. Estudios inmunocitoquimicos han demostrado que estas dos
proteinas no colocalizan en corteza de rifion humano, de ratén, de rata y de conejo, aunque si
colocalizan en tibulo proximal de conejo y en uniones corticomedulares (Schrader et al., 1994;
Dinjens et al., 1989). En cerebro de conejo el CD26 se concentra en neuronas, mientras que la
ADA se expresa principalmente en oligodendroglia y células endoteliales de vasos sanguineos
(Schrader et al., 1987). Sin embargo, el mismo grupo de investigacion ha demostrado la
colocalizacién de las dos proteinas en una regiéon muy especifica del cerebro de ratén y rata
(Nagy et al., 1996).

Mientras que la interaccion ADA-CD26 tiene lugar en células de diferentes origenes, el
CD26 murino es incapaz de unir ADA tanto de su propia especie como de las otras. La ADA

murina tampoco es capaz de interaccionar con CD26 de las diferentes especies estudiadas. Asi, el
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CD26 de conejo se une a la ADA de conejo, humana y de mono, mientras que no es capaz de
unir ADA murina o de cobaya (Schrader et al., 1990). De la misma manera, el CD26 de ratén no
es capaz de unir ADA humana, murina o bovina (Dinjens et al., 1989). La ADA de intestino
bovino interacciona con CD26 humano, bovino y de conejo, pero no es capaz de unirse al CD26
porcino (De Meester et al., 1996). Estos resultados hacen pensar que quizas puedan existir otras

proteinas, distintas del CD26, que pueden anclar ADA a la membrana plasmatica.

2. 2. 4. Funcién fisiolégica de la ecto-adenosina desaminasa

La funcién atribuida a la ecto-adenosina desaminasa ha sido la regulacién de la
concentracién extracelular de adenosina. En muchos sistemas biolégicos, como el corazén, el
rifién, el sistema nervioso y el tejido adiposo, la adenosina extracelular es un modulador que
actua como autocoide al unirse a sus receptores especificos de membrana (apartado 2.4.5; Palmer
and Stiles, 1995). La ecto-ADA, junto con los transportadores nucleosidicos, regula la
concentracién extracelular de adenosina y en ultima instancia sus efectos sobre el organismo. La
adenosina administrada por via intravenosa es rapidamente eliminada del flujo sanguineo por los
eritrocitos y las células endoteliales vasculares, siendo su vida media en el plasma de 0.6-10
segundos (Belardinelli, 1993). Esas células contienen concentraciones importantes de ecto-ADA
(Franco et al., 1990) por lo que, ademds de ser transportada al interior celular por los
transportadores nucleosidicos, la adenosina puede ser degradada en la superficie celular por la
ecto-ADA. Dong y colaboradores (1996) utilizando células Jurkat transfectadas con CD26, que
expresan mayor cantidad de ecto-ADA, han confirmado que éstas son mas resistentes que las
células no transfectadas, a la inhibicién ejercida por la adenosina en la proliferacion celular y la
produccion de interleuquina-2 inducida por varios estimulos. En linfocitos mediante microscopia
electronica se ha colocalizado la ADA y el CD26 en la superficie celular, pero no en el citosol, lo
que sugiere que aunque la ecto-ADA de los linfocitos acabe uniéndose al CD26, éste no actiia
como transportador de ADA hacia la superficie (Dong et al., 1996).

En cerebro, se han detectado neuronas inmunoreactivas a ADA (Nagy et al., 1996).
Ademas, en células cerebrales en cultivo (Trams and Lauter, 1975) y sinaptosomas de cerebro de
rata (Franco et al., 1986) se ha observado un enriquecimiento similar en las mismas fracciones
de ecto-ADA y de ecto-5"-nucleotidasa y diferente a enzimas citosélicas como la lactato

deshidrogenasa. La ecto-ADA y el transportador nucleosidico equilibrativo codistribuyen en
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zonas concretas del cerebro, lo que parece indicar que el metabolismo y el transporte de la
adenosina estan intimamente relacionados (Nagy and Dadonna, 1985). Todos estos datos parecen
indicar que una de las funciénes de la ecto-ADA es la inactivacion de adenosina, la cual es capaz
de activar receptores de adenosina pre y post-sindpticos. Por otro lado, la adenosina y sus
analogos agonistas ejercen retroinhibicién ya que disminuyen la actividad tanto de la 5°-
nucleotidasa citosélica como de la ecto-5"-nucleotidasa, a través de la activacion del receptor A
de adenosina en cardiomiocitos de rata (Kitakaze et al., 1994). Es bien conocido que la
interaccion ADA/CD26 no modifica la actividad ADA, por lo que la ecto-ADA, anclada al
CD26, es totalmente funcional y efectiva para degradar la adenosina extracelular (Dong et al.,
1996; Jeanfavre et al., 1996). Todos estos hechos sugieren que los sistemas implicados en el
metabolismo y transporte de adenosina extracelular estdn interrelacionados, regulando la
concentracion de adenosina y por tanto su efecto fisiolégico.

En la ultima década se ha puesto de manifiesto que, a parte de degradar adenosina, la
ecto-ADA puede ejercer otras funciones fisiologicas. Algunos efectos que produce la ecto-ADA
independientemente de su actividad catalitica fueron demostrados inicialmente por Catania y
colaboradores (1991). En neuronas de cerebelo, la ADA exdgena induce mobilizacién
intracelular de Ca®* e inositoles fosfatos. Este efecto no se modifica por agonistas o antagonistas
de los receptores de adenosina, pero si que es antagonizado por antagonistas del receptor de
glutamato.

La funcién extraenzimatica de la ecto-ADA se confirmé al establecerse que era una
molecula coestimuladora en linfocitos T. El CD26, ademés de su funcién como dipeptidil
peptidasa IV, es capaz de inducir transduccion de sefiales en algunos sistemas celulares. Esta
funcién del CD26 ha sido estudiada en linfocitos y se ha relacionado con la activacion celular. El
CD26 es un coestimulador linfocitario (Martin et al., 1995) que por si sélo no es capaz de
inducir la transduccion de sefial, requiriendo la presencia del TCR-CD3. Entre el TCR-CD3 y el
CD26 debe establecerse una interaccion todavia no muy estudiada. Por un lado, se ha sugerido
que el CD26 interacciona directamente con la cadena £ del TCR-CD3 (Mittriicker et al., 1995),
de manera que actiia como estimulador. Por otro lado, el CD26 puede unirse a la fosfotirosina
fosfatasa CD45, la cual al interaccionar con el TCR-CD3 mediaria la coestimulacién del CD26
(Torimoto et al., 1991). Considerando estos hechos, es légico pensar que la unién de la ADA al
CD26 puede intervenir en la funcién coestimuladora del CD26. Efectivamente, en linfocitos T la

adicion de ADA exdgena, enzimaticamente activa o inhiba, incrementa la proliferacion celular
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inducida via el complejoTCR/CD3, mientras que anticuerpos anti-ADA bloquean este efecto
(Martin et al., 1995).

También se ha estudiado el papel de la ecto-ADA en estados patoldégicos como la
leucemia y el SIDA. La ecto-ADA y el CD26 pueden ser utilizados como marcadores
proliferativos dado que su expresion varia en células con sindromes linfoproliferativos y aumenta
paralelamente a la aparicion de CD71 (receptor de transferrina y marcador proliferativo) en
células T y B estimuladas por mitégenos (Martin et al., 1993, 1995). Recientemente, se ha
demostrado que el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1), por medio de la proteina de la
superficie viral gp120, bloquea la unién de ADA al CD26 en linfocitos T (Valenzuela et al.,
1997). La interrupcién de la interaccion ADA/CD26 por la gpl20 bloquea la sefial de
transduccién inducida por la ADA en células T activadas, lo que podria contribuir a la defectiva

activacion de éstas encontrada en los pacientes de SIDA (Valenzuela et al., 1997).

2.3. RECEPTORES PURINERGICOS

Los nucledsidos y nucledtidos de adenina ejercen una gran variedad de efectos
fisiolégicos en numerosas células. Estos efectos resultan de la activaciéon de receptores de
membrana conocidos con el nombre genérico de receptores purinérgicos o purinoreceptores
(Windscheif, 1996). La mayoria de estos receptores, que pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G, responden selectivamente a una gran variedad de estimulos
extracelulares como hormonas, neurotransmisores, fotones, factores olfativos y feromonas
(Helmreich and Hofmann, 1996, revision). A pesar de su diversidad, los receptores acoplados a
proteinas G poseen una considerable homologia estructural, que condiciona un mecanismo de
accion comun (Strader et al., 1994). La sefializacion se inicia con la unién del ligando-agonista a
su receptor especifico en la superficie de la célula, lo que provoca un cambio conformacional en
el receptor que permite que éste interaccione y active a la proteina G heterotrimérica en la
membrana. La proteina G, en esta forma, activa a proteinas efectoras que modulan las
concentraciones intracelulares de segundos mensajeros, los cuales transducen la sefial y provocan
la respuesta fisiologica (apartado 2.4.3). La clonacion y secuenciacién de unos 250 receptores de
esta superfamilia muestra que estdn compuestos por una cadena polipeptidica que posee siete
dominios o helicoidales hidrofébicos que atraviesan la membrana celular. Los siete dominios

transmembrana estén conectados por bucles hidrofilicos extracelulares e intracelulares alternados
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(ver estructura del receptor A, de adenosina, Figura 5). El extremo aminoterminal se localiza en
el espacio extracelular, mientras que el carboxiterminal esté en el citosol.

Los receptores acoplados a proteinas G poseen otras caracteristicas estructurales comunes
como la modificacién por acetilacién con 4cidos grasos en un residuo de cisteina y la
glicosilacién. Todos los receptores clonados hasta la fecha tienen como minimo una secuencia
consenso de N-glicosilacién Asn-X-Ser/Thr. En algunos casos la glicosilacién es importante para
la transduccién de la sefial (Kaushal et al, 1994). La comparacién de las secuencias
aminoacidicas y resultados de mutagénesis dirigida han revelado que existen ciertos dominios y
aminoécidos conservados en la mayoria de estos receptores involucrados en la estabilizacién de
la estructura, la uni6n del ligando y la interaccion con la proteina G (Baldwin, 1993, 1994). La
mayoria de receptores poseen dos cisteinas altamente conservadas en el segundo y tercer
dominio extracelular, que podrian formar un puente disulfuro en el 92 % de los receptores y que
juega un papel importante en la estabilizacion de la estructura terciaria del receptor (Baldwin,
1993). Se cree que todos los aminoécidos implicados en la union del ligando se encuentran
situados en las dos terceras partes superiores del dominio transmembrana del receptor (Baldwin,
1994). Parece que los aminoécidos estrictamente conservados juegan un papel esencial en el
mantenimiento de la estructura, mientras que los conservados entre subfamilias definen las

propiedades funcionales de éstas (Atwood et al., 1991).

2. 3. 1. Clasificacién de los receptores purinérgicos

La primera clasificacion de los receptores purinérgicos la propuso G. Burnstock (1978), el
cual sugiri6 la existencia de dos tipos de purinoreceptores, denominados P, y P,. Esta
clasificacion estaba basada en cuatro criterios: (a) la potencia relativa del ATP, ADP, AMP y
adenosina por estos receptores, (b) la accion de las metilxantinas como antagonistas de los
receptores P, pero no de los P,, (¢) la modulacién de la adenilato ciclasa por la adenosina pero no
por el ATP, y (d) la produccién de prostaglandinas por el ATP pero no por la adenosina. De esta
manera, durante mucho tiempo se consideraron los receptores purinérgicos P, (receptores de
adenosina) como aquellos més sensibles a la adenosina y al AMP, antagonizables por las
metilxantinas (teofilina y cafeina) y cuya estimulacién modulaba la actividad adenilato ciclasa.
Por otro lado, los receptores purinérgicos P, (receptores de ATP) eran mds sensibles al ATP y

ADP, su accién no era antagonizada por las metilxantinas y su activacion conducia a la
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producci6n de prostaglandinas (Burnstock, 1978). Sin embargo, esta clasificacién inicial ha sido
extensamente modificada debido a la nueva informacién estructural y farmacolégica disponible.
Segun la nueva clasificacién (Fredholm et al., 1994, 1997), los receptores P1 (receptores de
adenosina) corresponden a receptores acoplados a proteinas G y cuyo ligando natural es la
adenosina. Los nucledtidos de adenina pueden o no ser agonistas de estos receptores. Las
metilxantinas no son antagonistas para todos los subtipos P1 y éstos pueden actuar a través de la
adenilato ciclasa, sobre canales i6nicos de Ca® 0 de K* o sobre fosfolipasas. Por otro lado, los
receptores purinérgicos P2 pueden ser receptores acoplados a proteinas G (P2Y) o canales
idnicos intrinsecos (P2X) y sus ligandos naturales son nucleétidos (o dinucleétidos) purinicos o
pirimidinicos. La adenosina y el AMP no activan a estos receptores y los nucledtidos de adenina
pueden modular, a través de los receptores P2, los niveles de AMP,.

Los receptores de tipo P2 incluyen una gran heterogeneidad de receptores, por lo que se
han clasificado en dos grupos segin su estructura: P2X (canales idnicos intrinsecos) y P2Y
(receptores acoplados a proteina G) (Fredholm et al, 1994, 1997). El primer grupo lo forman los
receptores: P2X,, P2X,, P2X;, P2X,, P2X,, P2X, y P2X,. Estos receptores son canales i6nicos
de ATP formados por un gran dominio extracelular y dos dominios transmembrana hidrofébicos.
Ademds, contienen un segmento hidrofobico que forma el poro y el sitio de unién del ién. Los
receptores P2X son multiméricos, de manera que sus subunidades se pueden unir para formar
homo o heterodimeros (Lewis et al., 1995). Los receptores P2X;, son canales iénicos permeables
aNa’, K"y Ca*" y est4n ampliamente distribuidos en musculatura lisa, cerebro, corazén y timo
(Bean, 1992). En células de musculatura lisa de vasos sanguineos el ATP actia sobre los
receptores P2X, provocando contraccion y por tanto vasoconstriccion (Kennedy et al., 1985). El
receptor P2X, es un canal permeables a Na* y K* y se expresa principalmente en pituitaria, vaso
deferente, médula espinal, vejiga urinaria y cerebro (Brake et al., 1994). El receptor P2X; es un
canal cati6nico no selectivo de Ca* y se expresa Unicamente en las neuronas sensoriales (Chen
et al., 1995; Lewis et al., 1995). El receptor P2X, se expresa en numerosas areas del cerebro y en
tejidos endocrinos, tales como el péncreas, los ovarios, los testiculos, las glandulas adrenales y la
pituitaria (Wang et al., 1996). Este canal es permeable al Ca®* y en menor medida al Na* y al K*
(Buell et al., 1996). Los P2Xs y P2X son los receptores P2 que se expresan en niveles mas
bajos. El P2X; es, junto con el P2X,, el que que se expresa mas abundantemente en cerebro

(Collo et al., 1996). El receptor P2X; es activado por ATP* y parece ser un poro no selectivo de
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Ca®*. Se encuentra en células sanguineas donde estd implicado en la respuesta inflamatoria
(Osipchuk and Cahalan, 1992).

El segundo grupo de receptores P2, los P2Y, son receptores acoplados a proteinas G. Este
grupo estd formado por los receptores: P2Y,, P2Y,, P2Y;, P2Y,, P2Ys, P2Y¢, P2Y,, P2Y opp ¥
P2Y sp4a. El receptor P2Y, es activado por ATP pero no por UTP. El ATP, a través del receptor
P2Y,, estimula la fosfolipasa C, aumenta los niveles de 4acido araquidénico e inhibe la formacion
de AMP, (O"Connor et al., 1991; Yamada et al., 1992). El ATP actua sobre estos receptores en
las células endoteliales de los vasos sanguineos o directamente en la musculatura lisa vascular
produciendo relajacién y por tanto vasodilatacion (De May and Vanhoutte, 1981; Keef et al,,
1992). Los receptores P2Y, también se expresan en eritrocitos y plaquetas no humanas, cerebro e
higado de rata (Boyer et al., 1990). El receptor P2Y, es activado por ATP y UTP (O"Connor et
al., 1991; Cusack, 1993). Se ha localizado en numerosas lineas celulares y en neutrdfilos
humanos, donde estimula la hidrélisis de fosfatidil inositoles y la mobilizacién de Ca**
intracelular (Garritsen et al., 1992; Dalziel and Westfall, 1994). El receptor P2Y; tiene
preferencia por nucleétidos difosfatos, con un orden de potencia UDP>ADP>ATP. Este receptor
media la mobilizacion de calcio intracelular (Webb et al., 1996a). El receptor P2Y, es activado
especificamente por UTP y UDP pero no por ATP o ADP. La activacién de este receptor
incrementa la hidrdlisis de inositol fosfatos y la mobilizacién de calcio (Nguyen et al., 1995). El
receptor P2Y presenta gran afinidad por ATP y menor por ADP. En gallina este receptor esta
casi ausente en cerebro, higado y células sanguineas, mientras que su expresién aumenta en
linfocitos T activados (Webb et al., 1996b). El receptor P2Y tiene gran afinidad por UDP,
menor para UTP y no une ATP. Este receptor se detecta en pulmodn, placenta, timo, intestino y
linfocitos (Communi et al., 1996). El receptor P2Y} tiene gran afinidad por ATP y mucha menor
por UTP y ADP. Se expresa de forma abundante en corazén y musculo esquelético y
moderadamente en cerebro e higado. El receptor P2Y, parece regular la contraccién muscular
cardiaca (Akbar et al., 1996). El receptor P2Y ,pp s un receptor acoplado a proteina G, activado
por ADP y antagonizado por ATP (Humphries et al., 1993). Se expresa en plaquetas y su
activacién por ADP provoca la inhibicién de la adenilato ciclasa y la mobilizacién de Ca’*, lo
que provoca la agregacion plaquetaria. Por Gltimo, el P2Y 44 es el receptor de diadenosina
tetrafosfato (Ap4A) y diadenosina pentafosfato (ApsA) en sinaptosomas y células cromafines.
Este receptor es insensible a ATP, mobiliza Ca®* y esta regulado por fosforilacion/

defosforilacién (Hilderman et al., 1991; Castro et al., 1992; Pintor et al., 1997a).
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2. 3. 2. Receptores de adenosina

La adenosina produce una gran variedad de efectos fisiolégicos en el organismo a través
de la activacion de sus receptores especificos de membrana. Los receptores de adenosina
(purinoreceptores P1) pertenecen a la familia de receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a proteina G. Los receptores de adenosina han sido clasificados en cuatro subtipos: A,,
Asa, Asp Y As, seglin el orden de potencia en la unién de ligandos y la sefial desencadenada tras
su activacion (Fredholm et al.,, 1997). La clonacion de estos receptores ha aumentado el
conocimiento de su estructura, ha facilitado su clasificacion y ha permitido un mejor
conocimiento de su funcién y regulacion.

Inicialmente los receptores de adenosina se clasificaron segiin la capacidad que tenia la
adenosina de activar o inhibir a la enzima adenilato ciclasa. De este modo, se designé a los
receptores cuya activacion provocaba la inhibicién o activacién de la adenilato ciclasa como
receptor de adenosina A, y A,, respectivamente (Van Calker et al., 1979; Londos et al., 1980).
Sin embargo, la adenosina ademds de modificar la concentracion de AMP, actia sobre otros
sistemas de segundos mensajeros. Por este motivo, la actual clasificacion de los diferentes
subtipos de receptores de adenosina (Tabla 1) estd basada en las afinidades relativas de una serie
de agonistas y antagonistas, en la potencia relativa de los agonistas en la formacion de segundos
mensajeros y en la informacién estructural disponible.

Los principales andlogos agonistas utilizados para la clasificacion farmacoldgica de estos
receptores son la adenosina, R-PIA, S-PIA, CHA, NECA, CADO y CGS21680. El orden de
potencia funcional y de unién de estos andlogos a los diferentes subtipos de receptores de

adenosina en la mayoria de tejidos son:

A,: R-PIA, CHA > NECA, CADO > Adenosina > S-PIA > CGS21680
A,.: NECA, CGS21680, Adenosina > CADO, R-PIA > CHA, S-PIA

A,p: NECA > CADO, R-PIA > Adenosina > S-PIA > CGS21680

As: APNEA, N°-benzyl-NECA > NECA, R-PIA > CGS21680 > Adenosina
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Subtipo Ay Ajn Azp Aj
Proteina G Gy G, G, ?2?
acoplada
Efectores 4 AMP, T AMP, T AMP, 4 AMP,
acoplados 1 1,
V61 ca*
TK
Agonistas Alta (0.3-3nM): CPA,  Alta (1-20nM): NECA, Alta (0.5-5uM): NECA  Alta (<10nM): N°-
CHA, R-PIA CGS21680, Ado benzyl-NECA
Intermedia (3-30 nM):  Intermedia(20-200nM): Intermedia (5-20uM): 2- APNEA,
NECA, CADO, Ado CADO, CV1808, R-PIA CADO, Ado, R-PIA Intermedia (10-
Baja (30nM->1uM):S-  Baja (200-500 nM): Baja (20->100puM):S- 30nM):NECA,R-
PIA, CV1808, CPA, CHA, S-PIA PIA, CGS21680, PIA
CGS21680 CV1808 Baja(100->1puM):
CGS21680, Ado
Antago- Alta (0.5-2nM): Alta (20-100nM): XAC, Alta (20-100 nM): XAC, Alta (1-20 nM):
nistas DPCPX, XAC KF17837 DPCPX, 8-PT BW-A 522
Intermedia (2-200nM):  Intermedia (0.2-2uM):  Intermedia (0.5-10pM):
CPT, 8-PT CPT, DPCPX, 8-PT 8-pSPT
Baja (1->20uM):8- Baja (2->20uM): Baja (10->20pM):
pSPT, Teofilina, DMPX, 8-pSPT, DMPX, Teofilina,
Cafeina, DMPX, Teofilina, Cafeina Cafeina, KF17837
KF17837
Distribucion Cerebro (corteza, Cerebro (estriado, Alta en tracto gastro- Testiculo
tisular hipocampo, cerebelo, nicleo acumbens, intestinal

estriado), testiculo,
rifién, tejido adiposo,
corazén.

tubérculo olfatorio),

corazén, pulmén, timo.

Tabla 1. Clasificacion, ligandos, sistemas efectores acoplados y distribucién tisular de los

receptores de adenosina (Fredholm et al., 1994).
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Si bien esta clasificacion es general, pueden existir diferencias en la unién de algunos ligandos a
un mismo subtipo de receptor como consecuencia de diferencias en la secuencia de aminoacidos

del receptor en las diferentes especies (Stone et al., 1988; Fredholm, 1995).

En experimentos de union, el radio de potencia estereoisomérico R/S de la PIA es mayor
que diez para el subtipo A, y menor que diez para el A,. Este hecho se ha utilizado con asiduidad
para distinguir estos dos subtipos de receptores de adenosina (Paton and Kurahashi, 1981).
Aunque ambos subtipos de receptor de adenosina A, (A, ¥ A,p) estimulan la actividad adenilato
ciclasa (Bruns et al., 1986), su distribucién tisular (Stehle et al., 1992) y el orden de afinidad de
los agonistas (Gurden et al., 1993) es diferente. Asi, los agonistas CV1808, CGS21680 y NECA
tienen una alta y similar afinidad por el receptor A,, en estriado de rata, arterias coronarias
caninas, neutréfilos y plaquetas humanas (Jarvis et al., 1989). Por el contrario, la NECA es mas
efectiva que el CV1808 y el CGS21680 en fibroblastos y aorta donde se expresa el subtipo A,p
(Gurden et al., 1993). El receptor A, se expresa en colon, pulmén, médula espinal, ojo, vejiga
urinaria y utero (Stehle et al., 1992; Dixon et al., 1996). En los tltimos afios se han sintetizado
una serie de agonistas altamente selectivos para el receptor A,, y que no actuan sobre el A,z 0 el
A,. Asi, el PAPA-APEC, el m- y p-fenilen-diisotiocianato (DITC)-APEC (Hide et al., 1992) y
algunos derivados de la NECA (Cristalli, et al., 1995) han sido utilizados, junto con el
CGS21680, en experimentos de unién para caracterizar este subtipo de receptor. Para el receptor
A,p no existe un ligando especifico lo que ha hecho que este sea el subtipo de receptor de
adenosina menos estudiado.

Aunque han sido sintetizados un gran nimero de antagonistas selectivos para el receptor
A, (apartado 2. 4. 2), no ha occurrido lo mismo para el resto de receptores de adenosina. En
general, los receptores A,, y A, tienen una afinidad mucho menor por los derivados de xantinas
que el receptor A;; sin embargo, recientemente se ha sintetizado el derivado de xantina KF17837,
y el no derivado de xantina CP66713, los cuales actiian como antagonistas selectivos del receptor
A, (Sarges et al., 1990; Nonaka et al., 1994). Muy recientemente, el compuesto no derivado de
xantina SCH-58261 se ha utilizado como potente (K4 = 1-2 nM) y selectivo antagonista en la
caracterizacion farmacolégica y la inhibicién funcional del receptor A,, de plaquetas, de
estriado, de arterias coronarias y de células PC12 (Belardinelli, et al, 1996; Zocchi et al., 1996).
Para el receptor A,y el tinico antagonista con moderada afinidad (K4 = 0.5uM) es el DPCPX.
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Aunque el receptor A; ha sido el de caracterizacion molecular més reciente, ya se han
sintetizado un gran nimero de agonistas y antagonistas de alta afinidad y selectividad. Los
agonistas ABMECA, APNEA y N°-benzyl-NECA y el antagonista ABOPX muestran una buena
afinidad pero no son totalmente selectivos para este receptor (Olah et al., 1994a; Linden, 1994).
El agonista CI-IBMECA y el antagonista MRS1191 son bastante selectivos para el receptor A,
con respecto al A; (Dunwiddie et al., 1997) y los derivados de flavonoides poseen una alta
afinidad por el receptor A; aunque la selectividad es baja (Karton et al., 1996).

En cuanto a la funcionalidad de los distintos subtipos de receptores de adenosina cabe
destacar que el receptor A, induce una gran variedad de respuestas celulares, tales como la
inhibicién de la adenilato ciclasa, aumento de la conductancia de K, disminucién de la
conductancia de Ca®* y activacién de la fosfolipasa C (apartado 2. 4. 3; Linden, 1991). Por el
contrario, los receptores A,, y Ay parecen estar acoplados a un nimero mucho menor de
sistemas efectores. Ambos receptores estdn positivamente acoplados a la adenilato ciclasa a
través de la proteina G (Daly et al., 1983). En los nervios periféricos los agonistas no selectivos
de estos dos receptores aumentan la hidrélisis de fosfatidilinositoles (Sheldon et al., 1996) y en
células leucémicas Jurkat se ha descrito la presencia del subtipo A,g, el cual es el responsable de
la movilizacién de Ca®* intracelular (Mirabet et al., 1997). Los receptores A, inhiben la actividad
adenilato ciclasa cuando se expresan en células CHO a través de una proteina G; (Zhou et al.,
1992; Hill et al., 1997). En eosinéfilos humanos y células derivadas de mastocitos de rata BL-
2H3, la activacion del receptor A, activa la fosfolipasa C, lo que incrementa la liberacién de Ca®*
de reservorios intracelulares (Kohno et al., 1996; Shin et al., 1997).

La clasificacion de los cuatro receptores de adenosina se ha ratificado al clonarse cada
uno de ellos. La clonaci6n del receptor A, (apartado 2. 4. 1), A,, (Maenhaut et al., 1990; Furlong
et al., 1992), Ay (Stehle et al., 1992; Pierce et al., 1992; Rivkees and Reppert, 1992) y A; (Zhou
et al., 1992; Linden et al., 1993; Salvatore et al., 1993; Hill et al., 1997) confirman los estudios
farmacolégicos de uni6én de ligandos y su funcionalidad. La clonacién y secuenciacién de estos
receptores han mostrado que poseen caracteristicas estructurales comunes a todos los receptores
de la familia de receptores acoplados a proteinas G (apartado 2. 3).

Por otro lado se ha propuesto un nuevo subtipo de receptor de adenosina, el A,
encontrado en estriado y células de musculatura lisa de arterias coronarias, el cual parece
aumentar la conductancia de K* (Cornfield et al., 1992). Estudios posteriores sugieren que este

nuevo centro de union es el receptor A,, y que las diferencias farmacoldgicas descritas se deben

28 INTRODUCCION



a las condiciones especificas del ensayo (Luthin and Linden, 1995), por lo que la existencia de
este receptor A4 ha sido totalmente descartada (Fredholm et al., 1997).

Los tejidos de mamiferos contienen una serie de proteinas que unen andlogos de
adenosina pero con caracteristicas farmacoldgicas distintas a los receptores de adenosina. Estas
proteinas localizadas en el citosol y/o en la membrana celular, se caracterizan porque (1) unen el
agonista no selectivo NECA, (2) no estan acopladas a proteinas G, y (3) no estimulan a la
adenilato ciclasa. Las proteinas que actiian como centros de unién de adenosina de baja afinidad
se denominan: adenotina 1 (Hutchison and Fox, 1989; Fein et al., 1994) y adenotina 2 (Lorenzen
et al., 1996a). Estas dos proteinas se diferencian de los receptores de adenosina porque no unen
los derivados de adenosina N°-sustituidos ni las xantinas (Fein et al., 1994). Otra proteina de
unién de adenosina hallada en membranas de estriado y corteza cerebral bovina es la denominada
A,. Esta proteina se distingue de la adenotina porque tiene una alta afinidad por la adenosina,
inosina y nucleétidos de adenina (Lorenzen et al., 1993a). Estos centros de unién de adenosina
coexisten en los tejidos estudiados con los receptores A; y A, aunque su significado fisiolégico

esta aun por elucidar.
2. 4. RECEPTOR A, DE ADENOSINA

2. 4. 1. Caracterizacién molecular del receptor A,

La estructura y caracteristicas moleculares del receptor A; de adenosina han sido
estudiadas mediante tres técnicas complementarias: (1) la unién covalente al receptor de ligandos
marcados (crosslinking y fotoafinidad), (2) la purificacién del receptor a homogeneidad, y (3) la
clonacidn, secuenciacion y expresion del receptor de varias especies.

Se ha fotomarcado el receptor A, de varios tejidos y especies mediante la unién de
radioligandos agonistas y antagonistas (Klotz et al., 1985; Barrington et al., 1989; Ciruela et al.,
1995). El analisis posterior mediante electroforesis con geles de poliacrilamida del receptor
fotomarcado muestra que tiene un peso molecular entre 34-39 kDa, segiin la especie. Asi ocurre
con el receptor A, de cerebro de rata (34 kDa, Nakata, 1992), humano (35 kDa, Nakata, 1992), de
buey (37 kDa, Olah et al., 1990) o de cerdo (39 kDa, Ciruela et al., 1995). El receptor A, de
cerebro es una glicoproteina que contiene una tnica cadena de carbohidratos de tipo complejo

(Stiles, 1986; Olah et al., 1990). Las ligeras diferencias en el peso molecular entre las diferentes
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especies pueden ser debidas a diferencias en el grado de glicosilacién del receptor, ya que el
tratamiento del receptor con glicosidasas incrementa su movilidad electroforética hasta el peso
molecular correspondiente a 32 kDa (Stiles, 1986).

El receptor A, ha sido purificado a homogeneidad mediante columnas de afinidad con
ligandos agonistas (Munshi and Linden, 1989) o antagonistas (Olah et al., 1990; Nakata, 1992).
La purificacion del receptor de cerebro bovino con columnas de afinidad con agonistas di6 lugar
a la copurificacién del receptor junto con diferentes proteinas G (Gyg, Guits Gaizs Gpss ¥ Gpie)
(Munshi and Linden, 1989; Munshi et al., 1991). Por el contrario, la purificacién con columnas
acopladas a antagonistas no permite la copurificacién (Nakata, 1992), lo que confirma que, al
contrario que el agonista, el antagonista no estabiliza los complejos receptor-proteina G. La
reconstitucién en vesiculas del receptor purificado muestra que éste mantiene sus caracteristicas
farmacoldgicas y su capacidad de activar proteinas G (Freissmuth et al., 1991; Munshi et al.,
1991).

La clonaci6n, secuenciacion y expresion del receptor A; de varias especies como perro
(Libert et al., 1991), rata (Mahan et al., 1991), conejo (Hill et al., 1997), buey (Olah et al., 1992),
ave (Aguilar et al., 1995) y humano (Libert et al., 1992), ha permitido un mejor conocimiento de
la estructura, de los aminoéacidos implicados en el reconocimiento del ligando y de los procesos
implicados en su regulacién. Los cDNAs de los receptores A, clonados codifican una proteina de
326 aminodcidos y de peso molecular 36 kDa (Figura S). La comparacion de las secuencias
aminoacidicas del receptor de las diferentes especies indica que existe una identidad mayor al
90% en mamiferos (Ren and Stiles, 1994a). La secuencia aminoacidica muestra una topologia
similar al resto de receptores acoplados a proteinas G, con siete dominios transmembrana de 22-
25 residuos hidrofébicos, conectados por 3 bucles extracelulares y 3 intracelulares. Presenta un
sitio consenso de palmitoilacién en el extremo carboxi terminal y sitios consenso de fosforilacion
para la PKA y la PKC (Figura 5; Olah et al., 1992). Sin embargo, el receptor A, presenta unas
caracteristicas inusuales respecto a otros receptores acoplados a proteinas G (Jacobson et al.,
1993; Ren and Stiles, 1994a).

El receptor A, tiene un peso molecular relativamente bajo (36 kDa) comparado con el
resto de receptores acoplados a proteina G (= 60 kDa). El tercer dominio intracelular, que se cree
implicado en la interaccion con la proteina G (Ostrowski et al., 1992), es mas corto (34

aminodcidos) que el de otros receptores (140 - 180 aminoéacidos). El receptor A; posee un tinico
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Figura 5. Secuencia aminoacidica y estructura del receptor A, de adenosina de rata.
En la figura se muestra un sitio consenso de glicosilacién (segundo bucle extracelular),

palmitoilacion (extremo carboxi terminal) y fosforilacion por PKC (+) y PKA (-) (Stiles, 1992).

sitio de N-glicosilacién (Asn'’) en el segundo bucle extracelular, mientras que la mayoria de
receptores acoplados a proteinas G presentan también puntos de N-glicosilacion en el extremo
amino terminal. El receptor A, contiene dos residuos de cisteina (Cys106 y Cys190) altamente
conservados en la secuencia de la mayoria de receptores de siete dominios transmembrana (Olah
et al., 1992). El puente disulfuro que se crea entre estas dos cisteinas es importante para mantener
la integridad del sitio de unién del ligando, aunque no formen parte del mismo. La modificacion
quimica de cisteinas con agentes como la N-etilmaleimida (NEM), provocan la pérdida de
afinidad del receptor por los agonistas (Allende et al., 1991), lo que indica que los enlaces
disulfuro est4n involucrados en el mantenimiento de la estructura del receptor. La secuencia del
receptor A; también contiene dos histidinas, His 251 y His 278, altamente conservadas en los
dominios transmembrana 6 y 7, respectivamente. Estas son las tnicas histidinas presentes en la
region transmembrana del receptor y se cree que participan en la union del ligando. Mediante

mutagénesis dirigida se ha observado que la mutacioén de la His 251 disminuye la afinidad del
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antagonista sin afectar a la del agonista y disminuye el nimero de sitios de unién de ambos. Por
otro lado, la mutacién de la His 278 provoca una pérdida del 90% de la capacidad de unién del
agonista y antagonista (Olah et al., 1992). Estos resultados coinciden con los previamente
obtenidos con el empleo de reactivos especificos para la histidina, lo que pone de manifiesto la
importancia de estos residuos en la unién del ligando (Klotz et al., 1988; Allende et al., 1992).

Mediante mutagénesis dirigida y la expresion de receptores quiméricos se ha puesto en
evidencia la importancia de las cuatro primeras regiones transmembrana (TM) del receptor en la
union del ligando, si bien la tercera regién no parecen tener un papel significativo en la unién del
antagonista (Olah et al., 1994b; Rivkees et al., 1995b). Concretamente los residuos dcidos Glu 16
(TM1) y Asp 55 (TM2) tienen un papel importante en la union del agonista, mientras que el
residuo hidoxilo de la Ser 94 (TM3) es importante para la unién del agonista y antagonista
(Barbhaiya et al., 1996). El Asp 55 (TM2) es el responsable de la regulacién alostérica de la
unién del ligando ejercida por el Na* y la Thr 277 (TM?7) est4 implicada en la unién de agonistas
derivados de adenosina 5°-sustituidos en el anillo de la ribosa (Townsend-Nicholson and
Schofield, 1994). A diferencia de los receptores de otros neurotransmisores pequefios, en los que
se han identificado inicamente las regiones transmembrana como las responsables de la unién
del ligando, en el receptor de adenosina A, una regién de 11 aminodcidos del extremo carboxi
terminal del segundo dominio extracelular parece estar involucrada también en la unién del
agonista y del antagonista (Olah et al., 1994b). El conjunto de estos resultados indican que
existen multiples regiones del receptor A, involucradas en el reconocimiento del ligando.

Los dominios del receptor A, que participan en la interaccién con la proteina G todavia
no han sido identificados. Sin embargo, para otros receptores acoplados a proteinas G se ha
puesto de manifiesto la importancia del segundo y tercer bucle intracelular y de la cola carboxi
terminal en esa interaccion (Baldwin, 1994; Helmreich and Hofmann, 1996). La unién de
ligandos a receptores quiméricos A;/A,, ha mostrado que la regién amino terminal del tercer
bucle intracelular y los aminoicidos en el dominio carboxi terminal del segundo bucle
intracelular del receptor A,, parecen tener un papel dominante en la especificidad del
acoplamiento con la proteina G, mientras que la cola carboxi terminal no parece estar

involucrada en esa interaccion (Olah, 1997).
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Figura 6. Estructura del gen humano del receptor A, de adenosina (Ren and Stiles, 1995).

El gen humano del receptor A, estd localizado en el cromosoma 1 y estd formado por
cuatro exones y tres intrones (Figura 6; Deckert et al., 1995; Ren and Stiles, 1995; Rivkees et al.,
1995a). El andlisis de mRNA de distintos tejidos humanos ha mostrado que existen dos
transcritos del receptor A,;: a y B, generados por activacién de dos promotores independientes: A
y B. La transcripcion desde el promotor A implica un procesamiento alternativo, generandose el
transcrito o, mientras que a partir del promotor B se obtiene el transcrito B. Los dos transcritos
del receptor A, presentan una distribucién diferenciada y tnicamente un niimero limitado de
tejidos contienen ambos transcritos. Todos los tejidos examinados (cerebelo, corteza cerebral,
riiion, testiculos, corazén, tejido adiposo y musculo esquelético) contienen el transcrito (B,
mientras que el transcrito o estd presente en tejidos tipicamente asociados a una alta expresion
del receptor A, (cerebro y testiculo) (Ren and Stiles, 1994a). Precisamente, la presencia del
transcrito o en el cerebro y testiculo permite mayor expresion del receptor A, en estos tejidos. Si
bien en células COS-7 transfectadas con el gen humano del receptor A,, las concentraciones de
los dos transcritos son equivalentes, la expresion del producto génico del transcrito B es inferior a
la del transcrito o (Ren and Stiles, 1994b). La presencia en el transcrito p de dos codones ATG,
situados upstream respecto al inicio de traduccién y que actiian reprimiendo la expresion del
receptor A,, serian los responsables de la menor expresion traduccional de este transcrito (Ren

and Stiles, 1994b).
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2. 4. 2. Caracterizacion cinética del receptor A,

La caracterizacion cinética de los receptores de adenosina ha sido ampliamente estudiada
gracias al desarrollo de numerosos radioligandos agonistas y antagonistas derivados de la
adenosina. Estos compuestos mantienen las mismas caracteristicas de unién y funcionalidad
(para el caso de los agonistas) del ligando natural, pero poseen mayor estabilidad, afinidad y
selectividad que la adenosina. Si bien la propia adenosina fue utilizada inicialmente en estudios
de unién a los receptores de adenosina (Schwabe et al., 1979), esta molécula no es el mejor
ligando debido a su baja afinidad y selectividad, asi como su baja estabilidad, ya que la
adenosina puede ser metabolizada por la adenosina desaminasa, la S-adenosilhomocisteina
hidrolasa, la adenosina quinasa o unirse a otros centros de unién como los transportadores
nucleosidicos o la adenotina.

Todos los agonistas de la adenosina son derivados de este nucledsido con sustituciones o
modificaciones en las posiciones 5" de la ribosa, en el N de la posicién 6 (N6 ) y/o el C de la
posicion 2 (Cz) del anillo purinico (véase la Figura 7). La ribosa en la posicién N9 de la adenina
es esencial para una alta afinidad y actividad intrinseca de los ligandos agonistas del receptor A,
y en general del resto de receptores de adenosina. Respecto a la ribosa sélo estdn permitidas
pequefias modificaciones en este grupo para conservar la potencia y la actividad como agonista.
La 5'-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA), agonista no selectivo, y el 5’-cloro-5'-
deoxiadenosina, agonista potente y selectivo del receptor A; son ejemplos de estos ligandos
(Daly and Padgett, 1992). La presencia del grupo amino en la posicién 6 de la adenosina es
esencial para su actividad como agonista. Su sustitucién por un grupo metilo, cloruro o hidroxilo
da lugar a compuestos inactivos (Bruns et al., 1980). En concreto, el grupo N-H es esencial como
dador de H en la unién con el receptor; los derivados N,N-disustituidos son inactivos, mientras
que la monosustitucién del grupo amino rinde generalmente agonistas potentes y selectivos del
receptor A,. Los derivados N6-alquil o arilalquil aumentan la afinidad y selectividad por el
receptor A,. La Ns-(R)-fenilisopropiladcnosina (R-PIA) es un agonista potente (K4~ 0.5-1.5 nM)
y selectivo (100 veces) del receptor A, y unas 30-40 veces més estereoselectivo respecto a la
configuracion S (Schwabe and Trost, 1980). Los Ns-cicloalquil sustituidos como el N°-
ciclopentiladenosina (CPA, K4~ 0.5 nM) y el NC-ciclohexiladenosina (CHA, K4~ 0.5-1.5 nM)
son 800 y 400 veces maés selectivos, respectivamente, por el subtipo A, que por el A,, (Moos et
al., 1985).
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Figura 7. Estructuras de algunos agonistas y antagonistas del receptor A, de adenosina.

Las N-biscicloalquiladenosinas, como la S-ENBA, son aun més selectivas (4700 veces) por el
subtipo A, (Trivedi et al., 1989). Los derivados de adenosina con sustituciones en C> han
sido menos utilizados debido a su peor afinidad y poca selectividad por el receptor A,. La 2-
cloroadenosina (CADO) presenta poca afinidad por el receptor A, (K4 ~ 6-10 nM) y es
unicamente siete veces més selectivo por ese receptor que por el A, (Williams and Risley, 1980).
La sustitucién combinada en las posiciones N° y CZoN® y 5° producen agonistas mas afines y
selectivos por el receptor A,. El 2-cloro-N6-ciclopentiladenosina (CCPA) es dos veces mas afin y
unas 1500 veces mas selectivo que el CPA (Lohse et al., 1988). Algunos derivados N*S-cicloalquil
sustituidos de 2-hidroxiadenosina (isoguanosina) muestran una alta afinidad y gran selectividad
por el receptor A; (Nair et al., 1991). Para el receptor A,, la afinidad de unién depende de las
interacciones de los dominios N° y 5°. Asi, mientras que la doble sustitucién en las posiciones (5

y 5 produce agonistas selectivos para el A,, como el CGS21680 (Hutchinson et al., 1990), la
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disustitucién en N®y 5° produce compuestos mas afines y selectivos para el receptor A;. Por
ejemplo, el derivado 5'-cloro del agonista S-ENBA es uno de los compuestos més potentes (K;
~0.24 nM) y selectivos (16000 veces) de este receptor A, (Trivedi et al., 1989).

Las xantinas naturales cafeina (1,3,7-trimetilxantina) y teofilina (1,3-dimetilxantina)
fueron los primeros ligandos antagonistas estudiados de los receptores de adenosina (Figura 7,
Sattin and Rall, 1970). Las xantinas naturales poseen baja selectividad y muy poca afinidad (del
orden de micromolar) por los receptores de adenosina, ademés de actuar como inhibidores de
fosfodiesterasas (Williams et al., 1989).

Se han sintetizadio numerosos derivados de xantina con sustituciones en las posiciones 1,
3,7, 8y 9 y se han evaluado como antagonistas de los receptores A; y A,, (Miiller and
Scior,1993, revisién). La sustitucién en la posicién 3 y 1 de la xantina conduce a derivados de la
teofilina con mayor afinidad por el receptor A, frente al A,,, siendo 6ptimo para este fin la
introduccién de un grupo propilo. La introduccion de grupos hidrofébicos (fenil, ciclopentil o
ciclohexil) en la posicién 8 aumenta también la selectividad y afinidad de los antagonistas por el
receptor A,. Algunos ligandos con sustituciones en estas posiciones son: el 8-PT, diez veces mas
potente que la teofilina; el 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX) es una antagonista muy
selectivo (700 veces) y de elevada afinidad (K4 ~ 0.5 nM) para el receptor A, (Lohse et al.,
1987); el derivado amida de la xantina XAC muestra una elevada afinidad (K4~ 1 nM) por el
receptor A, pero una baja selectividad (Jacobson et al., 1986); derivados 8-p-sulfofenilxantina
(SPT) son més solubles en agua pero menos afines y selectivos por el receptor A,; el derivado de
xantina 8-(noradamantan-3-il)-1, 3-dipropilxantina (KW-3902) es un potente (K4 = 77 pM) y
selectivo antagonista del receptor A; (Nonaka et al., 1996).

La caracterizacion cinética del receptor A; de adenosina se ha llevado a cabo mediante
estudios de union de radioligandos agonistas y antagonistas. En membrana aisladas los ligandos
agonistas reconocen dos estados de afinidad del receptor A,, uno de alta y otro de baja afinidad,
mientras que los ligandos antagonistas tinicamente reconocen el estado de baja afinidad (Lohse et
al., 1984; Mahan et al., 1991; Allende et al., 1991). Este diferente comportamiento es debido a
que la unién del agonista al receptor A, da lugar a una conformacién del receptor distinta de la
que se alcanza cuando se une el antagonista (Barrington et al., 1989). De esta manera,
tinicamente la conformacién inducida por el agonista permitiria el estado de alta afinidad, el cual
clasicamente se ha asumido que corresponde al ligando unido al complejo receptor-proteina G.

El estado de baja afinidad corresponderia a complejos ligando-receptor desacoplados de la
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proteina G. También se ha sugerido que el antagonista reconoce ambos estados del receptor pero
promueve instantaneamente el desacoplamiento del complejo receptor-proteina G (Casado et al.,
1994). Segun el modelo de cooperativad negativa (cluster-arranged cooperative model), el cual
estd basado en la cinética de union de agonistas al receptor A,, el estado de alta y baja afinidad
son consecuencia de la cooperatividad negativa de la unién del agonista al receptor y no estaria
relacionado con la cantidad de receptores libres o acoplados a la proteina G (Franco et al., 1996).
Segun este modelo, el ligando agonista a altas concentraciones induciria una transformacion del
estado de alta al de baja afinidad lo que conduciria a la desensibilizaci6n del receptor (Casad6 et
al., 1991; Franco et al., 1996).

Al igual que ocurre con otros receptores acoplados a proteinas G, la unién de ligandos al
receptor estd modulada por el Mg”™* y el GTP. Se ha observado que el GTP y sus anlogos no
hidrolizables como el Gpp(NH)p, producen una disminucién de la unién de agonistas al receptor
A,. Este fenémeno se explicaria por la conversién de estados de alta en baja afinidad inducida
por el GTP (Casadé et al., 1990b; Allende et al., 1991; Mahan et al., 1991) o por la pérdida de
cooperatividad segun el cluster-arranged cooperative model (Franco et al., 1996). En la mayoria
de casos el GTP tnicamente modifica la afinidad (K;) sin cambiar significativamente el niimero
maximo de sitios de unién (B,,,) (Lohse et al., 1984; Casadé et al., 1990b; Allende et al., 1991),
aunque en algunos casos los nucleétidos de guanina inhiben parcial o totalmente la unién de
agonistas sin cambiar la afinidad (Larrouy et al., 1991). En células de musculatura lisa DDT;MF-
2 el GTP tiene un efecto idéntico a la toxina pertussis (Gerwins et al., 1990). Asi, en membranas
de estas células se observan dos estados de afinidad en ausencia de GTP, mientras que en
presencia de GTP unicamente se observa el estado de baja afinidad. En cambio, en células
intactas inicamente se observa el estado de baja afinidad tanto en presencia como en ausencia de
GTP, lo que se interpreta como que en la célula la cantidad de GTP endégeno es muy elevada
(Gerwins et al., 1990). El ién Mg®* induce la conversién de estados de baja en estados de alta
afinidad por lo que tiene un efecto contrario al GTP. Cuando se combinan el GTP y el Mg*, se
observa que el cation revierte los efectos de los nucleétidos de guanina (Casado6 et al., 1990b). El
Mg” parece unirse directamente a la proteina G (Ramkumar et al., 1988), aunque también se ha
sugerido que puede actuar directamente sobre la unién del ligando al receptor (Reddington et al.,
1989). Existe mayor discrepancia en cuanto al efecto del GTP y el Mg” en la unién de

antagonistas al receptor de adenosina A,. Algunos autores indican que el GTP no produce ningtin
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efecto en la unién del antagonista (Jacobson et al., 1986), otros detectan incrementos de unién de
los antagonistas sin afectar o aumentando su afinidad ( Larrouy et al., 1991; Mahan et al., 1991).

La solubilizacién del receptor A, de las membranas con detergentes en ausencia de
ligando, pone de manifiesto un Unico estado de alta afinidad del receptor por los agonistas
regulable por los nucledtidos de guanina (Yeung et al., 1987, Casad6 et al, 1990b).
Determinando el coeficiente de sedimentaciéon se ha comprobado que el receptor se solubiliza
unido a la proteina G; (Minelli et al., 1997). Este resultado contrasta con la solubilizacién de
otros receptores acoplados a proteina G, en los que para detectar el estado de alta afinidad se
requiere que la solubilizacion se efectue tras la unién de agonistas a las membranas (Kilpatrick
and Caron, 1983). Para descartar que el comportamiento cinético del receptor A, solubilizado sea
debido a la presencia de adenosina enddgena, en algunos casos, se han tratado las membranas
con ADA, pero incluso en estos casos se observa el estado de alta afinidad, que es transformado
a un estado de baja afinidad en presencia de nucleétidos de guanina (Olah et al., 1990; Casadé et
al., 1990b). Casadé y colaboradores han demostrado que la integridad (Casadé et al., 1990b), la
fluidez y las caracteristicas fisico-quimicas de la membrana (Casadé et al., 1992) afectan a la
union de ligandos al receptor A, y a la distribucién de los dos estados de afinidad.

En los ultimos afios se han descubierto una serie de activadores alostéricos de los
receptores de adenosina. Los compuestos 2-amino-3-benzoiltiofenos son activadores alostéricos
especificos del receptor A, a bajas concentraciones y antagonistas competitivos de los receptores
de adenosina a altas concentraciones (Bruns et al., 1990). Estos compuestos estimulan la unién
de varios agonistas del receptor A, pero inhiben la uni6én del antagonista DPCPX, lo que sugiere
que la activacion es especifica para la conformacién del receptor a la que se une el agonista. Uno
de los compuestos mas potentes es el PD 81723, el cual aumenta la afinidad del receptor por el
agonista sin modificar la B, y parece modificar el acoplamiento entre el receptor A, y la
proteina G (Bruns et al.,, 1990; Mudumbi et al., 1993). Por otro lado, la adenoregulina, un
péptido de 33 aminodcidos aislado inicialmente de piel de la rana Phyllomedusa bicolor (Daly et
al., 1992) y posteriormente clonado (Amiche et al., 1993), aumenta la unién de agonistas al
receptor A, y en menor medida a otros receptores como el A,,, el a, adrenérgico y el SHT 4. La
adenoregulina incrementa el valor de la B,,, la proporcién de receptores en estado de alta

afinidad y estimula la uni6n de [3SS]GTP3'S (Moni et al., 1995).
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2. 4. 3. Transduccion de seiial a través del receptor A,

Un gran nimero de neurotransmisores, hormonas peptidicas, neuromoduladores y
factores autocrinos y paracrinos inducen cambios en el metabolismo celular a través de la
interaccion con receptores especificos de siete dominios transmembrana. Los efectos
intracelulares de estos receptores estin mediados por la activacién de las proteinas G
heterotriméricas, las cuales activan o inhiben una serie de enzimas y canales idnicos. Estos
sistemas efectores regulan la concentracién de una serie de segundos mensajeros tales como el
AMP,, IP;, diacilglicerol y Cai”, los cuales en tltima instancia, conducen a la respuesta celular.

Las proteinas G mediadoras de la sefial entre el receptor de membrana y los sistemas
efectores intracelulares, son miembros de una gran superfamilia de proteinas que unen GTP y
poseen actividad GTPasa intrinseca (Neer, 1995). Las proteinas heterotriméricas G estdn
formadas por tres subunidades, o (39-45 kDa), B (37 kDa) y y (8kDa). En mamiferos existen
unas 20 subunidades a diferentes codificadas al menos por 16 genes (Kaziro et al., 1991). Estas
proteinas se han clasificado en cuatro subfamilias: a, o, 0 ¥ 01513, €n funcién de la similitud
de la estructura primaria (Tabla 2). La mayoria de subunidades o estdn ampliamente distribuidas
en los tejidos, con la excepcién de las halladas en los 6rganos sensoriales (o, Ogug ¥ Olgi), €n las
células hematopoyéticas (o;) 0 en células neuronales (o). La subunidad a estd formada por un
dominio GTPasa, un dominio a-helicoidal y la region variable amino terminal (Lambright et al.,
1996). El dominio variable amino terminal de la subunidad o es esencial para su interaccién con
las sububidades By (Denker et al., 1992), mientras que el dominio carboxi terminal parece definir
la especificidad de la interaccién proteina G-receptor, si bien no es el Unico dominio
determinante de la especificidad (Conklin et al., 1993).

Se conocen cinco subunidades diferentes B que presentan una identidad del 53-90 %
(Watson et al., 1994). La subunidad B estd formada por una regién amino terminal seguida de
siete unidades repetitivas de hoja B (Sondek et al., 1996). La region amino terminal de la
subunidad P esta formada por una hélice o anfipética, la cual forma una estructura cola-cola
(coiled-coil) con la parte amino terminal de la subunidad y. La subunidad y, menos conservada
que las subunidades o y B (Cali et al., 1992), estd formada por dos hélices a. con una region
media que interacciona y determina la selectividad por las diferentes subunidades B (Lupas et al.,
1992; Spring and Neer, 1994; Lambright et al., 1996). La subunidad By forma una estructura

globular cuyas subunidades interaccionan fuertemente y s6lo pueden separarse por agentes
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desnaturalizantes. Aunque podrian producirse numerosas combinaciones de subunidades  y y no
todas son posibles. Por ejemplo la subunidad B, interacciona con la y; y y,, mientras que la B,

interacciona con la y, pero no con la y; (Schmidt et al., 1992).

Familia Subfamilia Efectores Mensajero
Intracelular
Go, Ot 1 Adenilato ciclasa T AMP,
1 Canales Ca** T ca**
Cloif T Adenilato ciclasa T AMP,
Ga; g, O, O3 ! Adenilato ciclasa d AMP,
T Canales K* Tx"
0 { Canales Ca** Jica*
[ { Adenilato ciclasa ! AMP,
Oy T GMP, fosfodiesterasa ! GMP,
oo T GMP, fosfodiesterasa ! GMP,
Olgust Ve's
Gayg Oty 011, Otg, Oys T Fosfolipasa C (B) T 1P;, DAG
Gians 2, 03 T Intercambio Na'/K*
Gpy By { Adenilato ciclasa (I) { AMP,
TAdenilato ciclasa (II, IV) T AMP,
T Canales K* T
T Fosfolipasa A, TAc.Araquid.
T Fosfolipasa C T1P;,T DAG
BARK

Tabla 2. Clasificacion y funcién de las subunidades de las proteinas G.
(Conklin and Bourne, 1993; Neer, 1995).
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La subunidad Py tiene numerosas funciones: (1) estabiliza la forma GDP-« y facilita su
asociacion con los receptores de membrana para formar el complejo ternario receptor-otfly
(Clapham and Neer, 1993), (2) facilita la formacion del complejo receptor-proteina quinasa que
posibilita la fosforilacion del receptor (Lefkowitz, 1993; Pitcher et al., 1992), y (3) activa
directamente numerosos sistemas efectores (Clapham and Neer, 1993).

El mecanismo de sefializacion comun a la familia de receptores acoplados a proteinas G
(Figura 8; Birbaumer, 1990; Bourne et al., 1991; Conklin and Bourne, 1993; Neer, 1995) se
inicia con la unién del agonista a su receptor especifico en la superficie celular. Esta interaccion
provoca un cambio conformacional en el receptor y permite su interaccién con el heterotrimero
inactivo GDP-a-By. Si bien la subunidad monomérica a-GDP puede interaccionar con el
receptor, esta asociacion es potenciada por la subunidad By, presumiblemente porque el receptor
activo se une directamente a By y estabiliza el complejo receptor-a-By (Phillips et al., 1992). La
interaccion del complejo GDP-a-By con el receptor provoca un cambio conformacional en la
subunidad o de manera que pierde afinidad por el GDP y éste se libera del centro activo. Debido
a que la concentracién de GTP en la célula es mucho mayor que la de GDP, el grupo saliente
GDP es reemplazado por GTP. En el momento que el GTP se une a la subunidad «, el complejo
a-GTP cambia de conformacién, lo que provoca la disociacion del receptor y de la subunidad By.
El complejo a-GTP tiene una alta afinidad para unirse y activar efectores especificos,
permaneciendo en estado activado hasta que la actividad GTPasa de la propia subunidad a
hidroliza el GTP a GDP, en cuyo momento la proteina G, vuelve a su estado inativo GDP-a y se
reasocia con la subunidad Py. Todas las subunidades o son GTPasas aunque la actividad de
hidrélisis intrinseca varia de un tipo a otro (Linder et al., 1990). La velocidad de la hidrélisis del
GTP es un mecanismo limitante que controla el tiempo de duracién de la activacién de los
efectores por las subunidades o y By. La reasociacién interrumpe la activacién de los sistemas
efectores y permite un nuevo ciclo de sefializacién. Es importante destacar que muchos efectores
son regulados tanto por la subunidad o como por la By. En la tabla 2 se muestran los sistemas
efectores acoplados a las diferentes subunidades o y Py. Las subunidades By regulan
positivamente la adenilato ciclasa, los canales de K*, la fosfolipasa CB (PLCB), la fosfol ipasa A,
(PLA,), la fosfoinositol 3-quinasa y la AR quinasa (Clapham and Neer, 1993). Ademas la
subunidad By puede actuar a través de ras para activar la via de las MAP quinasas (Crespo et al.,
1994).
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GTP

Figura 8. Ciclo GTPasa de la proteina Go y su asociacion con el complejo receptor-ligando
(R), las subunidades By y el efector (E).

Algunas subunidades o se modifican covalentemente por reacciones de ADP ribosilacion
catalizadas por toxinas bacterianas. La toxina pertussis, aislada de Bordetella Pertussis, ADP
ribosila un residuo de cisteina préximo al extremo C-terminal de las subunidades «; y o de la
proteina G. La modificacién de la toxina pertussis impide la activacion de la proteina G mediada
por el receptor, por lo que desacopla irreversiblemente el receptor del sistema efector (Hepler an
Gilman, 1992). Por el contrario, la toxina del colera, aislada de Vibrio Cholerae, cataliza la ADP
ribosilacién de un residuo de arginina del centro activo de la subunidad o,. Esta modificacion
activa constitutivamente la proteina G por inhibicion de la actividad GTPasa (Yamane and Fung,
1993). Anadlogos no hidrolizables de GTP, como el Gpp(NH)p, también mantienen
indefinidamente la proteina G en estado activado.

Una célula s6lo puede responder a aquellas sefiales para las cuales tiene receptor, pero la
especificidad con la que el receptor interacciona con la proteina G define la respuesta celular.
Hay muchos mas tipos de receptores que de proteinas G y ademas un sélo tipo de receptor puede
activar mas de una proteina G iniciando méas de un mecanismo de transduccion de sefial

(Gudermann et al., 1992; Allgeier et al., 1994). Aunque un sélo receptor puede activar
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potencialmente multiples sefiales, el nimero de sefiales producidas es relativamente bajo (Neer,
1995). La selectividad puede residir en que se produzca o no, en un determinado dominio de la
membrana plasmética de la célula, el acoplamiento receptor/proteina G y el acoplamiento
proteina G/efector. Existen evidencias que la distribucion y movilidad de las proteinas G y los
receptores en las células pueden estar reshingidas a ciertos microdominios de membrana, tales
como caveolas, lo que contribuiria también a la selectividad de la sefializacién a través de las
proteinas G (Neubig, 1994). Ademads, el hecho de que existan combinaciones especificas de
subunidades Py es también critico para la selectividad. La naturaleza lipidica del extremo amino
terminal de la subunidad a (palmitoil y miristoil) y del grupo prenil del extremo carboxi terminal
de la subunidad y determinan la unién de las subunidades o y By a la membrana plasmética, la
asociacion de la subunidad By con la o y la activacién por el receptor o del sistema efector
(Casey, 1994).

El receptor A, de adenosina esta acoplado a diversos sistemas efectores a través de los
cuales modifica la concentracion de segundos mensajeros. La mayoria de los efectos de la
adenosina a través del receptor A, son bloqueados por la toxina pertussis (Munshi and Linden,
1990; Iredale et al., 1994), lo que demuestra que este receptor interacciona directamente con la
proteina G; y/o G,. La activacién de estas proteinas G inician la transduccién de la sefial del
receptor A;.

La activacién de las proteinas G; y G, con agonistas del receptor A; se ha estudiado a
través de la unién de [*>S]JGTP[S] a la sububidad & en membranas de cerebro bovino (Lorenzen
et al., 1993b; Lorenzen et al., 1996b). La estimulacion de la unién del [”S]GTP[S] a la proteina
G correlaciona con la afinidad de los ligandos agonistas del receptor A,, depende de la
temperatura, de la presencia de Mg** y es inhibida por antagonistas. Se han obtenido evidencias
més directas de interaccion del receptor A, con las proteinas G, mediante experimentos de
purificacién de ambas proteinas y reconstitucién en vesiculas. La purificacién del receptor A de
cerebro bovino mediante cromatografia de afinidad con agonistas muestra que éste copurifica
junto con las proteinas G;; Ggn ¥ Gyo (Munshi and Linden, 1989). El receptor A, purificado
interacciona con las proteinas Gy, ¥ Go recombinantes o purificadas, induciendo el estado de
alta afinidad por el agonista en vesiculas fosfolipidicas reconstituidas (Freissmuth et al., 1991;
Munshi et al., 1991). El estado de alta afinidad del receptor A, bovino expresado en células de

insecto Sf9 se incrementa siete veces cuando se reconstituye el sistema con las subunidades o

(i1, @i, @iz y @tg) y By (Biv1, Bivas Biva, BaY2 ¥ Bats). El receptor A, bovino se acopla igualmente
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bien a las subunidades o; y o, cuando se combinan con las subunidades B, o B, y ¥, 0 73, pero la
interaccién disminuye con el dimero By, (Figler et al., 1996). Los receptores A, recombinantes
de cerebro humano y bovino en presencia de la subunidad By, interaccionan igualmente bien con
las subunidades o, &, O3 ¥ O, Mientras que la o es inactiva (Jockers et al., 1994). Sin
embargo, las caracteristicas farmacoldgicas y la especificidad de la interaccién del receptor con
las proteinas G dependen de la especie. Asi mientras que la subunidad G;; es mds potente que el
resto en reconstituir el estado de alta afinidad para el agonista R-PIA en membranas bovinas, en
membranas de cerebro humano todas las proteinas G citadas son equipotentes (Jockers et al.,
1994). En musculo cardiaco se ha observado que el receptor A, media sus acciones
principalmente a través de la proteina G, (Asano et al., 1995). En cambio, en musculatura lisa
intestinal de conejo el receptor A, activa al sistema efector fosfolipasa C-f; tanto via la proteina
Gyi3 como la By (Murthy and Makhlouf, 1995).

A través de las proteinas Gy el receptor A, de adenosina activa o inhibe la formacién de
distintos segundos mensajeros. El receptor A; disminuye los niveles de AMP, al inhibir la
adenilato ciclasa (Londos et al., 1980; Freund et al., 1994); activa canales de K" (Trussell and
Jackson, 1985); inhibe canales de Ca** (Dolphin et al., 1986; Mogul et al., 1993; Mei et al.,
1996); e inhibe o activa la fosfolipasa C (Gerwins and Fredholm, 1992; Freund et al., 1994;
Murthy and Makhlouf, 1995). El receptor A, también puede estar acoplado a la enzima guanilato
ciclasa estimulando la formacién de GMP, (Kurtz, 1987). Este sistema parece ser el encargado de
mediar la accién de analogos de la adenosina sobre la liberacién de renina en el rifion (Kurtz et
al., 1988). En células derivadas de musculatura lisa de hamster DDT,MF-2 la activacién del
receptor A, con agonistas disminuye la concentracion de AMP,, a través de la inhibicién de la
adenilato ciclasa (Gerwins et al., 1990), activa la fosfolipasa C lo que provoca la hidrélisis de
fosfatidilinositoldifosfato (PIP,) en inositol-1,4,5-trifosfato (IP;), el cual conduce a mobilizar
Ca®* de reservorios intracelulares (Gerwins and Fredholm, 1992; Dickenson and Hill, 1993), y en
diacilglicerol que activa a la PKC. Ademds, en estas células la adenosina y el ATP actian
sinérgicamente en la formacién de IP; y en la mobilizacién de Ca’" intracelular (Gerwins and
Fredholm, 1992). Ninguno de estos segundos mensajeros se produce cuando las células se
pretratan con la toxina pertussis, lo que indica que en estas células el receptor A, se acopla a la

proteina G;.
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2. 4. 4. Distribucidn tisular del receptor A,

La distribucién y abundancia relativa del receptor A; de adenosina en los diferentes
tejidos se analizé inicialmente mediante técnicas de uni6én de agonistas y antagonistas
radiomarcados (Bruns et al., 1987) y técnicas de fotomarcaje y autorradiografia (Klotz et al.,
1985). Tras la clonacion del receptor se obtuvieron anticuerpos especificos contra el receptor y
sondas de su RNA, lo que ha permitido cuantificar directamente la cantidad relativa del receptor
mediante técnicas inmunocitoquimicas y de Northern blot (Ciruela et al., 1995; Stehle et al.,
1992; Dixon et al., 1996). El receptor A; estd ampliamente distribuido en el organismo. En
humanos se expresa en gran cantidad en cerebro y testiculo y con menor pero significativa
abundancia en corazén, pancreas, rifibn y bazo (Rivkees et al., 1995a). En cerdo también se
expresa mayoritariamente en cerebro, mientras que los testiculos, el epididimo, el corazén y el
rifién expresan cantidades menores (Casado et al., 1990a; Ciruela et al., 1995). En rata, mediante
anélisis por Northern blot se observa una gran cantidad de mRNA del receptor A, en cerebro,
médula espinal, bazo y vasos deferentes, moderados niveles en corazdn, testiculo e higado y
niveles no detectables en rifidn, intestino, pulmoén, pituitaria, prostata y utero (Mahan et al.,
1991; Stehle et al., 1992). En esta tltima especie, mediante técnicas de amplificacién por PCR,
se ha detectado una gran expresion en casi todas las é4reas del cerebro, expresién moderada en
corazén, testiculo, higado, aorta, bazo, rifién, ojo y vejiga urinaria, menor expresién en pulmén,
utero y estdmago y niveles no detectables en piel, misculo esquelético, colon y yeyuno (Dixon et
al., 1996). En testiculos de rata, mediante andlisis por Northern blot e hibridacién in situ se
detectan grandes cantidades de receptor A;, moderadas de A, y no se detecta A,, ni A,g
(Rivkees, 1995). Estos resultados son concordantes con la cuantificacién del receptor mediante
unién de radioligandos a diferentes tejidos de rata (Bruns et al., 1986). La distribucién del
receptor A; en cobaya es similar al resto de especies, siendo el cerebro el érgano de mayor
expresion seguido de corazén, bazo y rifién. En esta especie no se detecta en pulmén, higado,
estomago e intestino (Meng et al., 1994). En intestino de rata (Nicholls et al., 1992) y cobaya
(Murthy et al., 1995) la presencia simultdnea de receptores A; y A,p estaria relacionada con
funciones diferentes para cada subtipo de receptor (Hancock and Coupar, 1995).

De lo expuesto anteriormente, se puede deducir que en el sistema nervioso central es
donde se observa mayor expresién de receptor A, en todas las especies estudiadas. La unién de

radioligandos (Bruns et al., 1986) y ensayos de Northern blot e hibridacién in situ (Mahan et al.,
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1991; Stehle et al., 1992; Meng et al., 1994; Dixon et al., 1996) permiten afirmar que las zonas
con mayor cantidad de receptor A, en el cerebro de las diferentes especies son la corteza, el
hipocampo, el cerebelo, el tdlamo y el estriado. La expresién de este receptor parece mas
evidente en neuronas que en células gliales (Mahan et al., 1991). En neuronas se ha localizado
tanto a nivel pre- como post-sinptico (Abbracchio et al., 1995). La expresion del receptor A, en
cerebro de rata estd regulada en las diferentes fases del desarrollo, aumentando a medida que se
suceden los dias de gestacién hasta conseguirse la extensa y heterogénea distribucion
caracteristica del adulto (Weaver, 1996).

En el aparato urogenital de rata y ratén se han localizado receptores A; y A,p tanto en
uniones pre- como postneuromusculares de la vejiga urinaria (Nicholls et al., 1992). En uniones
neuromusculares en vaso deferente se han localizado receptores inhibidores A; y estimuladores
A,, de la liberacién de neurotransmisores, tales como acetilcolina y ATP (Martin and May,
1994; Gongalves and Queroz, 1993; Hourani et al., 1993; Driessen et al., 1994). Todos estos
receptores estarfan implicados en el desarrollo y modulacién de las contracciones en los vasos

deferentes.

2. 4. 5. Efectos fisiologicos de 1a adenosina a través del receptor A,

La adenosina participa en la regulacién de numerosos procesos fisiologicos y patolégicos
en los diferentes tejidos del organismo a través de la activacién de sus receptores especificos de
membrana (Tabla 3). En la mayoria de érganos la funcién de la adenosina esta relacionada con la
regulacion del aporte y consumo local de oxigeno. La produccion de adenosina aumenta cuando
la demanda energética es mayor que el aporte energético, como por ejemplo en estados de
hipoxia. En estas condiciones, la adenosina extracelular, procedente principalmente del
metabolismo intracelular del ATP, actiia disminuyendo la demanda de oxigeno y aumentando el
suministro de éste (Miller and Hsu, 1992). La disminucién de la actividad locomotora, la
inhibicién de la neurotransmisién y la disminucién del ritmo cardiaco son efectos que la
adenosina ejerce a través de los receptores A, y que tienden a reducir la demanda de oxigeno
(Belardinelli, 1993; Zhu and Krnjevic, 1997). Por otra parte, la vasodilatacién en el cerebro,
corazén y otros tejidos (excepto rifién) que produce la adenosina a través de los receptores A,,
junto con los efectos de los receptores A, tienden a incrementar el flujo sanguineo y a mejorar el

suministro de oxigeno (Fredholm and Sollevi, 1986).
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TEJIDO EFECTO FISIOLOGICO RECEPTOR
Sistema nervioso central Inhibicién liberacién neurotransmisores A,
Inhibicién actividad locomotora Ajs
Sedaci6n A,
Anticonvulsivo A,
Sistema cardiovascular Vasoconstriccién A,
Vasodilatacién Ajp
Inhibicién ritmo cardiaco AL A,
Inhibicién agregacién plaquetaria
Aparato respiratorio Broncodilatacién Ajn
Broncoconstriccion A
Modulaci6n secrecién mucosa 7?
Rifién Antidiurético A,
Descenso flujo filtracién glomerular A
Modulacién liberacién renina A/A,
Contraccion células mesangiales A/A,
Sistema inmune Inhibicién quimiotaxis (neutr6filos) A,
Inhibicién produccién superéxidos Ajp
Funcién linfocitos T Agp
Higado Estimulacidn captaci6n glucosa 7?
Estimulacién glucogenolisis Ass
Tejido adiposo Inhibicién lipolisis A
Aparato reproductor Testiculos A/A,
Vaso deferente AAs,

(contraccién musculatura lisa)

Tabla 3. Efectos fisiologicos de la adenosina mediados por sus receptores de membrana.

(Referencias en el texto).
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La adenosina actiia como neuromodulador al inhibir la liberacién de neurotransmisores en
el sistema nervioso central y periférico (Fredholm and Dunwiddie, 1988). La liberacién de
neurotransmisores excitadores parece estar mas fuertemente inhibida por la adenosina que la de
los neurotransmisores inhibidores, por lo que es un proceso encaminado a reducir la actividad
neuronal y el consumo de oxigeno (Fredholm and Dunwiddie, 1988). En el sistema nervioso
central, el receptor A, est4 ampliamente distribuido en numerosas regiones del cerebro (Dixon et
al., 1996) y se localiza presindpticamente en terminales nerviosas (Dagani et al., 1993;
Abbracchio et al., 1995). La adenosina, formada a partir del ATP liberado durante la sinépsis,
activa los receptores A, situados a nivel presindptico inhibiendo la liberacién de
neurotransmisores como la acetilcolina (Cunha et al., 1994; Broad and Fredholm, 1996), la
dopamina (Jin et al., 1993; Ballarin et al., 1995), la noradrenalina, la serotonina, el aspartato y el
glutamato (Abbracchio et al., 1995). Estos efectos parecen estar mediados por la apertura de
canales de K" y el cierre de canales de Ca®" (Fredholm and Dunwiddie, 1988; Fredholm, 1995).

Este efecto de la adenosina tiene gran importancia durante la isquemia cerebral,
caracterizada por una disminucién del flujo sanguineo cerebral, reduccién energética, acidosis
tisular y modificacion de la homeostasis. El efecto neuroprotector de la adenosina a través del
receptor A; durante la isquemia cerebral consistiria en la disminucién de la liberacion de
aminoacidos excitadores (glutamato y aspartato), los cuales son en parte responsables del estado
patolégico (Miller and Hsu, 1992; Rudolphi et al., 1992).

En el rifién, la adenosina actua reduciendo la velocidad de filtracion glomerular mediante
la vasoconstriccién de las arteriolas aferentes a través del receptor A, y la vasodilatacién de las
eferentes a través del receptor A, (Biaggioni, 1992). En este mismo 6rgano la adenosina inhibe
(A)) y estimula (A,) la liberaciéon de renina y la produccién de eritropoyetina (Spielman and
Arend, 1991; Protasoni et al., 1996).

La adenosina aplicada por via intravenosa modifica la velocidad y el ritmo respiratorio, lo
que sugiere que esta implicada en la regulacién de la respiracién (Bissonnette et al., 1991). En
personas sanas, la adenosina induce broncodilatacion a través de los receptores A,, mientras que
en pacientes asmaticos, contrariamente, induce broncoconstriccion (Jacobson, 1990). Este tltimo
efecto se bloquea débilmente por las xantinas (Ali et al., 1992) y posiblemente estd mediado por
la liberacién de histamina y leucotrienos (Linden, 1994). Se ha sugerido que el receptor A,,
expresado abundantemente en pulmén, podria estar implicado en el efecto broncoconstrictor de

la adenosina (Linden, 1994), si bien estudios recientes con conejos asmaticos han descartado la
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implicacion de este receptor (Elhashim et al., 1996). La terapia antisense contra la expresion del
receptor A, en conejos asmaticos atenta el efecto broncoconstrictor de la adenosina lo que

verifica que el receptor implicado en este proceso es el A, (Nyce and Metzger, 1997).

2. 4. 6. Regulacion del receptor A; en la membrana celular

La respuesta celular inducida por exposicion a los agonistas de los receptores acoplados a
proteina G es rdpidamente atenuada (Lohse, 1993, revisién). Los mecanismos de atenuacion de la
sefial comprenden por un lado, la desaparicién del agonista del medio extracelular por accién de
transportadores especificos o de enzimas degradativas de la membrana y por otro, la regulacién
del receptor mediante el proceso de desensibilizacién. La desensibilizacion es el fenémeno
mediante el cual la estimulacion crénica de la célula por un agonista provoca una disminucién de
la respuesta celular a posteriores estimulos. Los mecanismos implicados en la atenuacién de la
respuesta celular son de gran importancia ya que impiden la sobreestimulacién y la lesién de la
célula. Se distinguen dos tipos de desensibilizacién: la homéloga y la heteréloga. La
desensibilizacién homéloga es debida a la pérdida de funcionalidad del receptor directamente
estimulado por su agonista. La desensibilizacién heteréloga, por el contrario, se caracteriza por la

pérdida de sensibilidad provocada por la activacién de otros receptores.

2. 4. 6. 1. Caracteristicas generales de la desensibilizacion homéloga

La desensibilizacién homoéloga es aquella mediante la cual la exposicién a un agonista,
disminuye la funcionalidad del receptor estimulado. En este tipo de desensibilizacion estan
implicados varios procesos separados en el tiempo. A tiempos cortos (de segundos a minutos), la
exposicion de las células a los agonistas provoca el desacoplamiento del receptor y la proteina G,
de manera que finaliza la sefializacién. Este fenémeno inicial puede ir acompafiado de la
internalizacién o secuestro del receptor hacia compartimentos intracelulares. La exposicién
continuada (de horas a dias) al agonista puede provocar down-regulation o pérdida de receptores
de la célula y/o de componentes del sistema de transduccion de la sefial (Bhm et al., 1997).

Entre los mas de 100 receptores acoplados a proteinas G que han sido clonados, el
receptor B,-adrenérgico (B,AR) ha sido el prototipo para el estudio de la regulacion de la
expresion en la membrana de los receptores de esta superfamilia (Collins et al., 1991; Lohse,
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1993). Los receptores adrenérgicos median las acciones metabélicas y neuroendocrinas de las
catecolaminas, adrenalina y noradrenalina. La estimulacién prolongada del B,AR con agonistas
provoca un rapido desacoplamiento del sistema efector, secuestro a compartimentos
intracelulares y down-regulation del receptor (Figura 9).

Durante las primeras fases del proceso de desensibilizacién, el receptor B,AR es
fosforilado por proteinas quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) (Roth et al.,
1991), lo que provoca su desacoplamiento funcional de la proteina G (Sibley et al., 1986; Lohse
et al., 1989). Los receptores B,AR también son fosforilados por proteinas quinasas dependientes

de segundos mensajeros, como la PKA, aunque en este caso la fosforilacion parece estar también

Unién del ligando Fosforilacién Endocitosis mediada Reciclaje y
y acoplamiento del receptor por clatrina resensibilizacién
alaProt. G
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Endosoma
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temprano
Acidificacién y
desfosforilacién
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Degradacién en
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Figura 9. Modelo de desensibilizacién y resensibilizacién propuesto para el receptor

B,-adrenérgico y el NK, de neuroquinina (Bohm et al., 1997).
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asociada a la desensibilizacién heteréloga de receptores acoplados al mismo sistema efector
(apartado 2.4.6.2). Las quinasas que forman la familia de las GRK son: la rodopsina quinasa
(GRK1), la BARKI1 (GRK2), la BARK2 (GRK3), la GRK4, la GRKS5 y la GRK6 (Lefkowitz,
1993; Premont et al., 1995). Las GRKs son Ser/Thr quinasas que fosforilan receptores acoplados
a proteinas G cuando estos se encuentran en su conformacion activa, es decir, unido a agonista
(Palczewski and Benovic, 1991). Estas quinasas presentan entre ellas una similitud de secuencia
del 53-93 %. Las GRKs estén formadas por un dominio central con actividad quinasa franqueado
por el extremo amino terminal de 183-188 aminoacidos y el extremo carboxi terminal de
longitud variable (Inglese et al., 1993). El extremo amino terminal es el encargado de reconocer
y unirse al receptor, mientras que el carboxi terminal, ademds de contener sitios de
autofosforilacion, es el encargado de unir ]a GRK a la membrana (Koch et al., 1993; Inglese et
al., 1993). En general, no existe una especificidad absoluta de una GRK por un receptor concreto.
Asi por ejemplo, la GRK1 puede fosforilar al receptor de rodopsina y al ,AR. La GRK2 no sélo
fosforila al B,AR, sino que es capaz de fosforilar a los receptores muscarinicos m1, m2 y m3, a
los adrenérgicos oy, y o5 ¥ By, al receptor de adenosina A,, al receptor D, de dopamina, al
receptor NK1 de neuroquinina y al receptor de trombina (Béhm et al., 1997).

La desensibilizacién inducida por el agonista de los receptores adrenérgicos mediada por
la PKA es bastante mas lenta que la mediada por BARK1 (t,, 2 min vs. 15seg), pero es mucho
mas sensible a la concentracion de agonista (ECsy ~ 10 nM vs. 300 nM) (Lohse et al., 1989,
1990a; Roth et al., 1991). Este hecho hace suponer que la desensibilizacién mediada por la PKA
puede ser un proceso ubicuo sensible a bajas concentraciones de agonista, mientras que la
desensibilizacion mediada por BARKI1 podria tener lugar durante procesos como la sinapsis,
donde son liberadas altas concentraciones (uM) de neurotransmisores. La fosforilacién catalizada
por quinasas dependientes de segundos mensajeros (PKA y/o PKC) y/o GRKs participa en el
proceso de desensibilizacién de diversos receptores distintos de los adrenérgicos, tales como el §
de opiaceos (Pei et al., 1995), el receptor del péptido liberador de gastrina GRP-R (Benya et al.,
1995), el de colecistoquinina (Rao et al., 1997a, b), el AT,, de angiotensina (Oppermann et al.,
1996), el 5-HT,;, (Raymond, 1991; Raymond and Olsen, 1994) y el 5-HT,c de serotonina
(Westphal et al., 1995) y el D, de dopamina (Ng et al., 1994).

Después de ser fosforilado, el receptor B,AR se une a la B-arrestina. Las B-arrestinas
pertenecen a una familia de proteinas que incluye: la arrestina o refinal arrestin (Palczewski et

al., 1992), la B-arrestina (Lohse et al., 1990b), la arrestina3 (Attramadal et al., 1992) y la

INTRODUCCION 51



arrestina4 (Murakami et al., 1993), con un alto grado de homologia entre ellas. Las arrestinas
reconocen la forma fosforilada del receptor y tras su uni6n, desacoplan el receptor de la proteina
G heterotrimérica (Lohse et al., 1990b). Asi, la sobreexpresién de B-arrestina en células CHO
transfectadas con el B,AR provoca un aumento del 40% en la desensibilizacién del receptor
inducida por agonista (Pippig et al., 1993). Algunas arrestinas muestran cierta selectividad por
algunos receptores. Asi, la arrestina es 100 veces mas potente que la B-arrestina en desacoplar la
interaccién G-rodopsina. La B-arrestina y la arrestina3 son 100 veces mas potentes que la
arrestina en desacoplar la interaccién B,AR-G, (Attramadal et al., 1992). La diversidad de
arrestinas y GRKs que interaccionan con diversos receptores, parece indicar que el mecanismo
propuesto para el receptor B,-adrenérgico puede constituir un mecanismo de desensibilizacion
homéloga, mas o menos general, para otros receptores acoplados a proteinas G.

Tras la desensibilizacién funcional del receptor, que se alcanza cuando se desacopla de la
proteina G, éste se internaliza o secuestra desde la membrana plasmatica a compartimentos
intracelulares. La via cldsica de internalizacién selectiva de receptores de nutrientes (LDL y
transferrina), factores de crecimiento (EGF), insulina y ciertos antigenos, tiene lugar en regiones
especializadas de la membrana denominadas hendiduras cubiertas o coated pits (Smythe and
Warren, 1991, revision). Estas regiones estdn revestidas por la proteina clatrina, la cual
interacciona con la cola citoplasmatica del receptor a través de su interaccién con una proteina
“adaptadora” (Pearse et al., 1988). Tras la unién del ligando a su receptor especifico, los
complejos receptor/ligando se agregan en las hendiduras cubiertas, de manera que la agregacion
de varios complejos provoca la invaginacion de la hendidura, su escisién de la membrana y la
liberacion de la vesicula cubierta (coated vesicle) al citosol celular. La clatrina se desacopla y el
contenido de la vesicula cubierta se libera al endosoma temprano. Los receptores internalizados
junto con los ligandos pueden ser transportados a granulos de almacenamiento o degradados en
los lisosomas, mientras que sélo los receptores pueden ser reciclados a la membrana celular.

Entre los receptores acoplados a proteinas G, el B,AR también es el sistema en que més
se ha estudiado el mecanismo de internalizacion. En respuesta al agonista, el B,AR, tras su
fosforilacién y la desensibilizacién funcional mediada por la B-arrestina, es rapidamente (min)
translocado al interior celular via vesiculas que contienen receptores de transferrina, tipicos
marcadores de vesiculas de clatrina (von Zastrow and Kobilka, 1992; Barak et al., 1997). En este
sistema, se ha observado que la B-arrestina y la arrestina3, no sélo actua desacoplando el

receptor del sistema efector, sino que actiian como moléculas adaptadoras de clatrina (Ferguson
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et al., 1996). La B-arrestina actia como una molécula “adaptadora” entre el receptor y la clatrina,
de manera que promueve la internalizacién del B,AR, a través de la via endocitica (Ferguson et
al., 1996; Goodman et al., 1996). Estudios recientes han demostrado la unién directa de la -
arrestina y la arrestina3, pero no la arrestina, a la clatrina (Goodman et al., 1996). Se ha
demostrado que el extremo carboxi terminal de la arrestina3 y los residuos 86-100 de la cadena
pesada de la clatrina son los dominios responsables de la interaccién de estas dos proteinas
(Goodman et al., 1997; Krupnick et al., 1997).

Es un hecho controvertido si la fosforilacién del receptor es suficiente para inducir su
internalizacion. Para algunos receptores este hecho parece ser cierto. Asi, la mutacién de residuos
de Ser/Thr de sitios consenso de fosforilacién para PKC del extremo carboxi terminal del
receptor del péptido liberador de gastrina, atenia la desensibilizacion funcional y la
internalizacion del receptor en respuesta al agonista (Benya et al., 1995). La fosforilacién de los
diferentes subtipos de receptores muscarinicos de acetilcolina parece ser necesaria para el
secuestro de estos receptores. Asi, la mutacion de tres residuos de Thr del extremo carboxi
terminal, potencialmente fosforilables, impiden el secuestro del receptor m3 (Yang et al., 1993);
la sustitucion de dos residuos de Thr de dos sitios consenso de fosforilacién para PKA,
disminuye la velocidad de internalizacién del receptor m4 (Van Koppen et al., 1995) y la
fosforilacion del receptor m2 por GRK2 facilita el secuestro de estos receptores (Tsuga et al.,
1994). En otros sistemas, como el receptor de secretina, la internalizacién del receptor ocurre
incluso en ausencia de fosforilacién (Holtmann et al., 1996). Cuando este fenémeno se analiza
para diferentes receptores muscarinicos (m1, m2, m3 y m4), acoplados a distintas proteinas G, en
diversas células, se observa que la pérdida de receptores de la superficie celular en respuesta a
agonista depende tanto del subtipo de receptor como del sistema celular donde se expresa
(Koenig and Edwardson, 1996).

La via predominante de internalizacién inducida por agonista de los receptores acoplados
a proteinas G es la via de clatrina, al menos para los receptores P,AR (Von Zastrow and
Kobilka, 1992), el de colecistoquinina (Roettger et al., 1995), el 5-HT,, de serotonina (Berry et
al., 1996), el NK1de neuroquinina (Béhm et al., 1997), el A, de adenosina (Gonzalez-Calero et
al., 1990, 1992), los D, y D, de dopamina (Ozaki et al., 1994), el de trombina (Ghinea et al.,
1992) y el de hormona luteinizante (Hoxie et al., 1993) y paratiroidea (Huang et al., 1995). Un
mecanismo dependiente de caveolina ha sido también propuesto para el receptor B,AR, el de

endotelina-1 ET, y el receptor de colecistoquinina (Roetgger et al., 1995). En este tltimo caso,
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parece que la via caveolina-dependiente estaria asociada a la rdpida resensibilizacién del
receptor, mientras que la via endocitica cldsica, dependiente de clatrina, estaria asociada a una
lenta resensibilizacién y mediaria la down-regulation via lisosomal del receptor.

El secuestro de los receptores a compartimentos intracelulares puede ser importante en
dos aspectos: (1) la resensibilizacién o recuperacion de la funcionalidad del receptor y (2) la
degradaci6n via lisosomal de los mismos. Para el B,AR la inhibicién del secuestro no impide la
desensibilizacién funcional, pero si bloquea la desfosforilacion y la resensibilizacion del receptor
(Yu et al., 1993; Pippig et al., 1995). Esto indica que la internalizacién del f,AR via endosomal
parece ser necesaria para la recuperacion de la funcionalidad del receptor. El mecanismo
propuesto para la resensibilizaciéon del B,AR se muestra en la figura 9. Las vesiculas de
internalizacién que contienen en su membrana los receptores internalizados, se acidifican
mediante la bomba de H'/ATPasa. La acidificacion del medio provoca un cambio
conformacional del receptor de manera que se libera el ligando y facilita la interaccion del
receptor con fosfatasas especificas que lo desfosforilan (Krueger et al., 1997). El receptor
desfosforilado puede ser conducido a la membrana celular para su reciclaje (resensibilizacion) o
ser conducido a lisosomas para su degradacién (down-regulation) (Krueger et al., 1997).

La exposicion durante horas o dias a agonistas provoca la disminucién del niimero total
de receptores de la célula o down-regulation del receptor. En condiciones normales, las células
no son expuestas por periodos de tiempo largos a hormonas o neurotransmisores ya que éstos una
vez producidos son eliminados del medio extracelular (B6hm et al., 1997). La down-regulation
del receptor puede tener lugar durante circunstancias patolégicas, como una continua liberacién
de hormonas o neurotransmisores de células tumorales o por administracién continuada de
agonistas durante un tratamiento terapéutico. Por el contrario, la administracién de antagonistas
produce, en general, un aumento del niimero de receptores en la membrana o up-regulation.

La down-regulation de los receptores puede ser consecuencia del aumento de la
degradacion y/o de la disminucion de la sintesis de los receptores. Esta tiltima puede ser debida a
la disminucién de los niveles de mRNA o de proteina del receptor y/o de las proteinas G
(Hadcock and Malbon, 1993). Los dos mecanismos responsables de alterar los niveles de mRNA
de los receptores y de las proteinas G son la expresion génica (transcripcién) y la estabilidad del
mRNA (postranscripcién). La velocidad de transcripcion, la estabilidad del mRNA del receptor,
0 ambos, pueden estar modulados por la activacion del receptor y/o por los niveles intracelulares

de segundos mensajeros. Para la mayoria de receptores se conoce muy poco como ocurren estos
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procesos. Se sabe que la exposicion a agonistas durante 4-72 h provoca descensos en los niveles
de mRNA de varios receptores (Collins et al., 1989, 1991; Hough and Chuang, 1990). En células
DDT;MF-2, la exposicién a tiempos cortos (1-2 h) con agonistas del B,AR incrementa los
niveles de mRNA del receptor (Collins et al., 1989), mientras que si la exposicién se prolonga
mas de 4 h promueve una disminucién (50-80 %) de los niveles de mRNA y por lo tanto su
down-regulation (Hadcock and Malbon, 1993; Hough and Chuang, 1990). Paralelamente, los
agentes que incrementan la formacién de AMP, como la forskolina, provocan una disminucién
del mRNA del B,AR (Hadcock and Malbon, 1993; Collins et al., 1989). En este caso, la
disminucion del contenido de mRNA es debida a la desestabilizacién del mensajero (Hadcock et
al., 1989). Recientemente se ha identificado una proteina citosélica de 35 kDa, denominada -
ARB, que se une selectivamente al mRNA del B,AR desestabilizdndolo (Tholanikunnel et al.,
1995). La expresién de esta proteina varfa de forma inversa al nivel del mRNA del receptor y,
como es 16gico, su expresion es inducida por los agonistas del B,AR. El mecanismo por el cual
se regula la expresion de un receptor depende mucho del sistema celular. Asi, a diferencia de las
células DDT,MF-2, en células de glioma de rata Cg, la exposicion a agonista o a forskolina, no
afecta a la vida media del mRNA del B,AR, aunque si disminuye la velocidad de transcripcién
(Hosoda et al., 1995). La disparidad de estos datos parece indicar que los mecanismos que

regulan los niveles de mRNA difieren entre diversas lineas celulares.

2. 4. 6. 2. Caracteristicas generales de la desensibilizacion heteréloga

La pérdida de funcionalidad de un receptor inducida por la activacién de otro receptor se
denomina desensibilizacion heteréloga. Este proceso se caracteriza por una regulacioén cruzada
(cross-regulation) entre distintas vias de transduccion de sefial, de manera que la funcionalidad y
la expresion de ciertos receptores y proteinas G, se afecta al unirse un agonista a un receptor en
principio no relacionado.

Entre los mecanismos mas usuales implicados en la desensibilizacién heter6loga se
encuentran aquéllos en los que intervienen las proteinas quinasas dependientes de segundos
mensajeros, tales como la PKA y PKC. Estas quinasas al ser activadas pueden producir una
modulacién negativa sobre el propio sistema que las ha activado (desensibilizacién homéloga) o
sobre otros receptores que poseen secuencias consenso de fosforilacién de aquellas

(desensibilizacion heter6loga). El B,AR posee dos secuencias consenso de fosforilacion para la
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PKA (Clark et al., 1989), una de las cuales, cuando se fosforila, impide la interaccién con la
proteina G, (Pitcher et al., 1992). La PKC puede también fosforilar al B,AR en el mismo sitio
que la PKA y en un sitio consenso del extremo carboxi terminal, de manera que desacopla el
B,AR de la proteina G, (Bouvier et al., 1987). Otros receptores también muestran este tipo de
desensibilizacién. Asi, en este grupo se pueden incluir: el receptor de trombina (Brass, 1992), el
5-HT,, (Raymond, 1991; Raymond and Olsen, 1994) y el 5-HT, de serotonina (Kagaya et al.,
1990), el H, de histamina (Leurs et al., 1991), el AT,, de angiotensina (Oppermann et al., 1996),
el m; de acetilcolina (Haga et al., 1996) y el del péptido liberador de gastrina (Benya et al.,
1995). El panorama puede complicarse mds si se tiene en cuenta que las quinasas dependientes
de segundos mensajeros pueden participar en la regulacién de otras quinasas. Asi, en linfocitos T
humanos la activacién de la PKC up-regula las GRK (De Blasi et al., 1995).

La desensibilizacion heter6loga puede estar mediada también por fosforilacion de las
proteinas G o por alteraciones en los niveles de éstas. Las proteinas G poseen secuencias
consenso de fosforilacién por distintas quinasas, lo que sugiere que la fosforilacién puede ser un
mecanismo de regulacién de estas proteinas. La proteina G,; puede ser fosforilada por la PKC y
por otra quinasa dependiente de AMP, (Bushfield et al., 1991), lo que inactiva a la proteina y por
tanto a las vias de sefializacién en las que interviene. La proteina G, se fosforila in vitro por la
PKC (Pyne et al., 1992) y por tirosinas quinasas de la familia src (Moyers et al., 1995).

En células DDT;MF-2, la inhibicion de la adenilato ciclasa a través de la activacién de
los receptores A, con el agonista R-PIA, provoca un incremento en la expresién del B,AR
(Hadcock et al., 1991). De esta manera, la activacién de la via inhibidora de la adenilato ciclasa
provoca un aumento de la estimulacién de la via contraria. En este proceso se produce una down-
regulation de las proteinas G, y del receptor A, mientras que no se modifican los niveles de
Gys. Por otro lado, la estimulacion de las células con forskolina o con agonistas del receptor
B,AR provocan efectos contrarios, es decir, disminuyen los niveles de G,; y aumentan los de

Gyiz (Hadcock et al., 1990).
2. 4. 6. 3. Desensibilizacion del receptor A,
Los mecanismos implicados en la regulacién de la expresion del receptor A, de adenosina

han sido mucho menos estudiados que en el caso del B,AR. La regulacion del receptor A, se ha

analizado tanto en animales (in vivo) como en cultivos celulares (in vitro).
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El tratamiento de ratas con el agonista R-PIA durante dias provoca una disminucién de la
capacidad de los agonistas del receptor A, para inhibir la adenilato ciclasa, lo que sugiere que
durante el tratamiento el receptor A; se desensibiliza (Green, 1987; Longabaugh et al., 1989).
Ese tratamiento provoca una pérdida del niimero de receptores A; en adipocitos (47%)
(Longabaugh et al., 1989), en miocitos (52 %) (Lee et al., 1993) y en cerebro (60 %) (Ruiz et al.,
1996). Mediante estudios de unién de ligandos se observa el desacoplamiento entre el receptor y
la proteina G;, de manera que disminuye el porcentaje de receptores en estados de alta afinidad
(Longabaugh et al., 1989). En los tejidos mencionados se observa que la desensibilizacién va
acompafiada de una disminucién en los niveles de las proteinas Gg;;., y un aumento de la G
(Longabaugh et al., 1989; Ruiz et al., 1996). Sin embargo, no se observan variaciones d¢ mRNA
del receptor A, y de las proteinas G, por lo que la down-regulacion que se observa en estos casos
se produce a nivel postranscripcional y/o postraduccional (Longabaugh et al., 1989; Fernandez et
al., 1996). Se han obtenido resultados similares en el sistema atrioventricular de cobaya, en el
cual el tratamiento durante 6 dias con R-PIA, provoca una disminucién del nimero de receptores
A,, del nimero de receptores en estados de alta afinidad y una disminucién del 46 % y 80 % en
la concentracién de proteinas G; y G, respectivamente (Dennis et al., 1995).

El tratamiento de adipocitos de rata en cultivo con el agonista R-PIA provoca una menor
eficacia de los agonistas del receptor A; para inhibir la lipolisis y la adenilato ciclasa, y un
descenso del 58 % de los sitios de unién del receptor A; (Green, 1987; Green et al., 1992).
Ademis, el tratamiento con R-PIA provoca una disminucién de los niveles de las proteinas G 5
Y Ggip del 90 % y 50 % , respectivamente (Green et al., 1990, 1992). La exposicién de los
adipocitos de rata a la R-PIA provoca una disminucién de la sensibilidad tanto a la R-PIA como
a la prostaglandina E, lo que indica que la down-regulation de las proteinas G; inducida por la
R-PIA desensibiliza de forma heteréloga el receptor de prostaglandina (Green et al., 1992).

En células DDT;MF-2, el tratamiento con R-PIA (24 h) produce una disminucién del
50% de la capacidad de inhibicién de la adenilato ciclasa por agonistas, una disminucién del
nimero total de sitios de unién del 40% y una disminucién del 22 % del estado de alta afinidad
del receptor (Ramkumar et al., 1991). La saturacién del receptor con R-PIA no provoca cambios
en la concentracién de las proteinas Gg;, y Gqs, por lo que la desensibilizacién del receptor A,
probablemente es debida al desacoplamiento de éste con la proteina G;.

El tratamiento de cortes de estriado de cerebro con el agonista CPA produce una répida
(15-30 min) desensibilizacién funcional del receptor A; (Abbracchio et al., 1992). Durante 1 h de
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exposiciéon a CPA no se observa la reduccién del nimero total de receptores A, lo que sugiere
que el desacoplamiento del receptor A, de su sistema efector es el responsable de la pérdida de
funcionalidad (Abbracchio et al., 1992). El tratamiento de células granulares de cerebelo con los
agonistas CPA o CHA provoca, también, una reduccién dependiente del tiempo y de la dosis, de
los sitios de unién (~ 45 %) y del estado de alta afinidad (30 %), ademas del desacoplamiento
funcional del receptor A, y la adenilato ciclasa (Hettinger-Smith et al., 1996; Vendite et al.,
1998). Si las células se incuban durante 24-48 h con el agonista no se observan cambios en la
concentracion de mRNA del receptor, pero si un aumento de receptores A; en microsomas lo que
explicaria que la down-regulation del receptor tiene lugar a nivel postranscripcional,
probablemente via lisosomal (Vendite et al., 1998). Ademads, este tratamiento disminuye los
niveles de proteinas G, , en la membrana plasmatica y en la fraccién vesicular, lo que sugiere
un incremento de la via degradativa de estas proteinas (Vendite et al., 1998).

Por otro lado, al exponer las mismas células a los antagonistas cafeina y 8-p-
sulfofenilteofilina se observa un aumento del niimero de receptores en la célula (up-regulation) y
una mayor inhibicién de la adenilato ciclasa a través del receptor A, (Hettinger-Smith et al.,
1996). Estos datos coinciden con otros estudios en los que el tratamiento con cafeina de células
LLC-PK, y OK o su administracion en ratas durante dias provoca el aumento del nimero de
receptores A, y un mayor acoplamiento con la proteina G,; (Fastbom and Fredholm, 1990;
Coulson et al., 1996).

Si bien la desensibilizacion del receptor A, ha sido estudiada en numerosos tejidos y
células, ha recibido una atencién menor el estudio de los mecanismos moleculares implicados en
la regulacién de este receptor. Uno de los fendmenos involucrados en la desensibilizacion es la
fosforilacién del receptor (vease apartado 2.4.6.1). El receptor A, contiene en el tercer y segundo
bucle intracelular sitios consenso de fosforilacién para la PKA y PKC (Olah et al., 1992; Stiles,
1992). En células DDTMF-2 y en cerebro bovino, el receptor A, se fosforila en presencia del
agonista R-PIA (Ramkumar et al., 1991, 1993). El receptor A, purificado de cerebro bovino y
reconstituido en vesiculas es también fosforilado por la GRK2 (Ramkumar et al., 1993). Las
consecuencias funcionales de la fosforilacién por la GRK2 son la reduccién (50 %) de la unién
del agonista APNEA, el aumento de la unién del antagonista XAC, una reduccién de la

estimulacién de la actividad GTPasa por la R-PIA y una disminucién de la activacién de la unién

del GTPyS a las membranas (Ramkumar et al., 1993). Estos resultados sugieren que la
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fosforilacion del receptor A, esta involucrada en el proceso de desensibilizacién al menos en este
sistema reconstituido.

La cinética de desensibilizacion y down-regulation del receptor A, es mucho mas lenta
que la de los receptores Ay, y Ay (Palmer et al., 1994, 1996). En los receptores p adrenérgicos
también se han hallado diferencias en la velocidad de desensibilizacién (Chambers et al., 1994;
Marullo et al., 1995). Asi los receptores B, y B, se desensibilizan e internalizan mas rapidamente
que el B3. Este comportamiento diferente se ha atribuido a la susceptibilidad del extremo carboxi
terminal de estos receptores a ser fosforilados por Ser/Thr quinasas. El B; no contiene residuos de
Ser o Thr en el extremo carboxi terminal, lo que justificaria las diferencias observadas. Por otro
lado, el extremo carboxi terminal de los receptores A,, y A; estd involucrado en la
desensibilizacion a corto plazo de estos receptores (Palmer et al., 1996; Palmer and Stiles, 1997).
La ausencia de Ser o Thr en la regién final del extremo carboxi terminal del receptor A,,
potencialmente fosforilables por PKA, PKC y GRK2 y las cuales estan presentes en los otros
receptores de adenosina, podria explicar las diferencias observadas en el receptor A; (Palmer and
Stiles, 1997).
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3.1. Adenosine deaminase interacts with A; adenosine receptors in pig brain cortical

membranes.

Carles Saura, Francisco Ciruela, Vicent Casad6, E. I. Canela, Josefa Mallol, Carmen Lluis and
Rafael Franco.

Journal of Neurochemistry. 66, 1675-1682 (1996).
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Abstract: Adenosine deaminase is an enzyme of purine
metabolism that has largely been considered to be cyto-
solic. A few years ago, adenosine deaminase was re-
ported to appear on the surface of cells. Recently, it has
been demonstrated that adenosine deaminase interacts
with a type Il membrane protein known as either CD26
or dipeptidyipeptidase IV. In this study, by immunoprecip-
itation and affinity chromatography it is shown that aden-
osine deaminase and A, adenosine receptors interact in
pig brain cortical membranes. This is the first report in
brain demonstrating an interaction between a degrada-
tive ectoenzyme and the receptor whose ligand is the
enzyme substrate. By means of this interaction adenosine
deaminase leads to the appearance of the high-affinity
site of the receptor, which comresponds to the receptor—
G protein complex. Thus, it seems that adenosine deami-
nase Is necessary for coupling A, adenosine receptors to
heterotrimeric G proteins. Key Words: Adenosine deami-
nase—A; adenosine receptors—Pig brain—Cerebral
cortex — Ligand binding — Coprecipitation — Protein -
protein interactions—G proteins—Receptor-G protein
complex.

J. Neurochem. 66, 1675-1682 (1996).

Adenosine, acting through specific receptors located
on the surface of cells, is capable of exerting multiple
physiological actions in various systems (Olah and
Stiles, 1992; Tucker and Linden, 1993; Dalziel and
Westfall, 1994). In the nervous system, adenosine be-
haves as a neuromodulator, inhibiting neuronal firing
(Phillis and Wu, 1981) and synaptic transmission
(Kuroda, 1978) and altering cyclic AMP levels (Daly,
1977). Four receptor types (A;, Az, Az, and A;)
have been cloned, which are heptaspanning proteins
coupled to G proteins. A, adenosine receptors (A;Rs)
are heterogeneously distributed throughout the CNS,
with the cerebral cortex being a zone where they con-
centrate (Fastbom et al.,, 19874,b). In brain mem-
branes, as in membranes from other sources, A;Rs
present two different affinities for agonists that depend
on the coupling to heterotrimeric G proteins (Lohse
et al., 1984); coupled receptor—G protein complexes
display high affinity for (R)-NS-(phenylisopropyl)-
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adenosine (R-PIA; Kp = 0.1-0.2 nM), whereas un-
coupled receptors display low affinity (Kp = 1-2 nM)
(Lohse et al., 1984; Casadé et al., 1990). Functional
assays to study A,Rs are usually performed using meta-
bolically stable synthetic ligands that could mimic the
effects of the physiological ligand, adenosine. In exper-
iments of ligand binding to A;Rs or of second messen-
ger production via A;Rs, ADA is always added to the
incubation mixtures to degrade endogenous adenosine,
which behaves as a competitor.

Adenosine deaminase (ADA; EC 3.5.4.4) catalyzes
the hydrolytic deamination of adenosine to inosine.
Although the location of the enzyme is mainly cyto-
solic, ADA is also found associated to membrane frac-
tions. Thus, in membranes from cultured brain cells
Trams and Lauter (1975) described a similar enrich-
ment of ADA and the ectoenzyme S5'-nucleotidase,
which produces adenosine from AMP. In 1986 we
demonstrated that ADA was present on the surface of
rat brain synaptosomes with the same topology as that
of ecto-5'-nucleotidase (Franco et al., 1986). Since
then, ADA has been implicated in the control of the
extracellular concentration of adenosine together with
the enzymes that produce the nucleoside and the nucle-
oside transport systems present on the cell surface.
Ecto-ADA was known to associate to the ADA binding
protein, which is an integral membrane protein present
in many species and tissues (Hartelschenk et al., 1991;
Schrader et al., 1994; Fleischer, 1994), including pig
brain (Barnes et al., 1994). Kameoka et al. (1993)
have reported that ADA on the surface of T cells binds
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to the activation marker CD26, which is also known
as dipeptidylpeptidase IV.

Although an obvious role for ecto-ADA is to de-
grade endogenous adenosine, other possible roles are
under scrutiny. Thus, Catania et al. (1991) have dem-
onstrated that ADA is able to stimulate the release of
excitatory amino acids through a mechanism that is
independent of adenosine depletion. We have demon-
strated that ecto-ADA binding to CD26 produces a
costimulatory response in human T cell activation
events that is independent of its catalytic activity
(Martin et al., 1995). In this report we provide evi-
dence that ADA and A,Rs interact in pig brain mem-
branes. Through this interaction, i.e., in a catalytic-
independent manner, ADA modifies the binding of the
agonist R-[*H]PIA to A,Rs. Because ADA leads to the
appearance of the high-affinity component for ligand
binding, it seems that ADA is needed for an efficient
coupling of ARs to heterotrimeric G proteins.

MATERIALS AND METHODS

Materials

R-[adenine-2,8-*H, ethyl-2-*H]PIA (36 Ci/mmol),
Na'®] (17 mCi/ ug of iodine), and the ECL immunoblotting
detection system were purchased from Amersham (Nuclear
Iberica, Madrid, Spain). 1,3-[*H]Dipropyl-8-cyclopentyl-
xanthine ([°’H]DPCPX; 108 Ci/mmol) was from New En-
gland Nuclear Research Products (Boston, MA, US.A)).
DPCPX was from Research Biochemicals International
. (Natick, MA, U.S.A.). R-PIA, R-deoxycoformycin, poly-
ethylenimine (50%), bovine y-globulins, bovine serum al-
bumin, and rabbit anti-mouse IgG were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, U.S.A.). Calf ADA, which
was filtered through Sephadex G-25 before all assays,
CHAPS, and electrophoresis reagents were obtained from
Boehringer Mannheim (Barcelona, Spain). CNBr-activated
Sepharose and Sephadex G-50 fine grade were from Phar-
macia LKB Biotechnology (Uppsala, Sweden). All other
products were of the best grade available and were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany ). Deionized water further
purified with a Millipore Milli-Q system was used
throughout.

Antigens and antibodies

Antipeptide antisera against A,Rs were generated by im-
munization of female New Zealand white rabbits (Ciruela
et al., 1995). The peptides used for immunization were syn-
thesized by the Peptide Synthesis Service of the University
of Barcelona (Spain). The peptide that corresponds to part
of the third intracellular loop of the rat A,R (to give PC11
antibody) was KKVSASSGDPQKYYGKELK. The peptide
that corresponds to part of the second extracellular loop of
the rat AR (to give PC21 antibody ) was GEPVIKAEFEKV-
ISC. The composition of the peptide was determined by
amino acid analysis. Purity of each of the peptides was
>85% as determined by reverse-phase HPLC. The antisera
generated were purified by affinity chromatography using
the specific peptide coupled to Sepharose. The specificity
of anti-A;R antibodies was tested as described elsewhere
(Ciruela et al., 1995). PC11 and PC21 were not able to
recognize ADA from a calf intestine commercial soluble
preparation by immunoprecipitation and western blotting.
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Anti-ADA was affinity-purified from specific antisera raised
by immunization of female New Zealand white rabbits as
described elsewhere (Arén et al., 1991).

Membrane preparation and solubilization

Porcine brains were obtained from the local slaughter-
house. Brain cortices were dissected on ice and washed with
0.25 M sucrose containing 5 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4.
Tissue homogenization was performed in 10 volumes of the
above ice-cold sucrose buffer with a Polytron (Kinematica;
PTA 20TS rotor; setting of 4) for two periods of 5 s. The
homogenate was centrifuged at 105,000 g for 30 min at 4°C,
and the pellet was resuspended in 10 volumes of 50 mM
Tris-HCI buffer (pH 7.4) and recentrifuged under the same
conditions. The pellet was washed once more as described
above and resuspended in the same buffer solution for imme-
diate use.

Receptor solubilization was performed as described by
Casad6 et al. (1990). Cortical membranes were resuspended
in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) containing 0.5% (wt/
vol) CHAPS and 0.5% (wt/vol) digitonin (the detergent/
protein ratio was 2). After incubating for 15 min at 25°C,
the suspension was centrifuged at 105,000 g for 90 min at
4°C. The supernatant filtered through Millipore filters (pore
size, 0.22 pm) constituted the receptor-solubilized fraction.

Enzyme activities

ADA (EC 3.544) and lactate dehydrogenase (EC
1.1.1.29) were assayed using, respectively, adenosine and
pyruvate and NADH as substrates, as described elsewhere
(Franco et al., 1986).

Protein content determination

Protein was quantified according to the method of Lowry
et al. (1951). Bovine serum albumin was used as the stan-
dard.

Adenosine content determination

Washed brain cortical membranes (1.2 mg of protein/ml)
were incubated for 3 h at 25°C in 50 mM Tris-HCI buffer,
pH 7.4. Samples performed in triplicates were deproteinized
by incubation with 1.2 M perchloric acid at 0°C during 10
min. Samples were then centrifuged, and the supernatants
were delipidated by addition of 1 volume of a mixture of
heptane/Freon (1:4, vol/vol) and neutralized with 1.2 M
KOH solution. Twenty microliters of the aqueous phase (or
standard solution containing ATP, ADP, AMP, IMP, adeno-
sine, inosine, hypoxanthine, and xanthine) was analyzed by
HPLC using a Shimadzu model LC-6A system with a model
SPD-6A UV spectrophotometric detector by the method de-
scribed by Sayés et al. (1994).

Radioiodination of calf ADA

Calf intestinal ADA filtered through Sephadex G-25 was
radiolabeled with '»I by the chloramine-T method described
by Daddona and Kelley (1978), except that the reaction
product ('*I-ADA ) was separated from free '*I with a Seph-
adex G-50 fine-grade column; elution was performed with
50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4. Aliquots displaying ADA
activity (1.8 % 107 dpm/U) were pooled and stored at 4°C.
Seventy-five percent of the enzyme activity was recovered.

Binding assays

R-[*H]PIA and [*H]DPCPX binding assays were carried
out after incubation of the pig brain cortical membranes or
the solubilized receptor suspensions (0.7 mg of protein/ml)
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with 0.2 U/ml of ADA for 1 h at 25°C in 50 mM Tris-HCI1
buffer, pH 7.4. After the incubation mixtures had stood at
25°C for long enough to achieve the equilibrium for each
radioligand concentration (0.5 h for the highest concentra-
tion and 8 h for the lowest concentration; 2 h in the case of
1.5 nM R-[’H]PIA), free ligand was separated from bound
ligand by rapid filtration. Five hundred microliters of mem-
brane suspensions was passed through Whatman GF/C fil-
ters presoaked in 0.3% polyethylenimine (2 h, pH 10),
which were subsequently washed with 10 ml of ice-cold
Tris-HCI buffer for <8 s. In the case of solubilized receptor,
500 pl was added to a mixture of polyethylene glycol 8000
and bovine vy-globulins to a final concentration of 10% (wt/
vol) and 1.3 mg/ml, respectively. After further incubation
for 15 min at 0°C the suspension was passed through What-
man GF/C filters ( presoaked in 0.3% polyethylenimine ) and
washed with 10 ml of ice-cold 50 mM Tris-HCI buffer (pH
7.4) containing 8% polyethylene glycol 8000. Nonspecific
binding was determined in the presence of an excess of R-
PIA (300-fold) and DPCPX (500-fold) in binding assays
corresponding to R-[*H]PIA and [*H]DPCPX, respectively.

'SI.ADA binding assays were performed with 0.75 mg of
protein/ml of pig brain membranes in 50 mM Tris-HCI
buffer, pH 7.4. After standing at 25°C for long enough to
achieve the equilibrium for each '*I-ADA concentration (0.5
h for the highest and 2 h for the lowest), aliquots of 200 ul
were filtered through Whatman GF/C filters and subse-
quently washed in 5 ml of ice~cold 50 mM Tris-HCI buffer.

In all cases, the filters were placed in 10-ml vials con-
taining Formula-989 cocktail (New England Nuclear Re-
search Products) and shaken overnight; radioactivity in the
vials was counted using a Packard model 1600 Tri-Carb
scintillation counter with 50% efficiency.

Analysis of binding data

The individual saturation isotherms were analyzed by non-
linear regression as described elsewhere (Casadé et al.,
1990). The total binding data (specific binding to AR plus
nonspecific binding) were fitted to one- and two-affinity
states according to the following equations:

Total binding = R-L/(Kp + L) + K- L
for one affinity state
Total binding

= Ry'L/(Kpy + L) + R.*LI(Kp, + L) + K,-L
for two affinity states

where L represents free radioligand concentration calculated
as radioligand added minus radioligand bound, K, denotes
the constant for nonspecific binding, R, Ry, and R are the
maximal number of binding sites in either the one-state or
the two-state (high [Ry] and low [R,] affinity) model, and
Ko, Kpu, and Ky, are the equilibrium dissociation constants
for individual receptor species in the two models. Three to
five replicates of each point were performed. Goodness of
fit was tested according to reduced x* or SD values given
by the regression program. A modified F test was used to
analyze whether the fit to the two-state model significantly
improved on the fit to the one-state model. In all cases it
was considered that the two-state model led to a significant
improvement over the one-state model when p < 0.001.
When no significant improvement over the one-state model
was detected, the p values were >0.30 (Hoyer et al., 1984).

Chromatography of AR using an ADA-affinity
column

Solubilized extracts (2 mg of protein/ml of 0.5% CHAPS
and 0.5% digitonin in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4)
obtained from pig cortical membranes were diluted (1:2)
with 50 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) and applied to a 1-
ml ADA-affinity column at a flow rate of 2.5 ml/h at room
temperature. The ADA-affinity column was prepared by di-
rect coupling of 10 mg of commercial calf intestinal ADA
[ filtered through Sephadex G-25 and further purified to ho-
mogeneity by affinity chromatography (Ardn et al., 1990)]
to 1 g of cyanogen bromide-activated Sepharose as described
by Trotta et al. (1979). After the application, the column
was cooled to 4°C and washed with 15 volumes of 50 mM
Tris-HCl containing 0.1% CHAPS and 0.1% digitonin (pH
7.4) until no protein was detected in the eluates. All fractions
were assayed for R-[*H]PIA binding, lactate dehydrogenase
activity, and protein.

Sodium dodecyl sulfate (SDS) —polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) and immunoblotting

Samples were treated with SDS-PAGE sample buffer (62
mM Tris-HCl, 1% SDS, 10% glycerol, 1% 2-mercaptoetha-
nol, and 0.002% bromophenol blue, pH 6.8) for 5 min at
100°C before loading onto the polyacrylamide gels. Electro-
phoresis was performed according to the method of Laemmli
(1970) using homogeneous slab gels— 15% acrylamide sep-
arating gel and 4% acrylamide concentrating gel —that were
electrophoresed at constant voltage (200 V). Proteins were
transferred to PVDF membranes (Immobilon-P; Millipore)
over 1 h at a current of 15 mA, using a semidry Bio-Rad
Trans-Blot, in Towbin buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine,
20% methanol, and 0.1% SDS, pH 8.3) (Towbin et al.,
1979). Nonspecific protein binding sites on the PVDF mem-
branes were blocked by incubation overnight at 4°C using
5% (wt/vol) bovine serum albumin in 50 mM Tris buffer
containing 150 mM NaCl and 0.05% Tween-20 (TBS-TI;
pH 7.4) plus 0.02% NaN,. After blocking, PVDF mem-
branes were washed twice (10 min per wash) in 10 mM
Tris-HCI buffer containing 500 mM NaCl and 0.5% Tween-
20 (TBS-TII; pH 7.4) and incubated for 3 h with the specific
purified anti-A,R antibody, PC21 (10 pg/ml), or purified
anti-ADA antibody (10 pg/ml) in TBS-TII, including 0.02%
NaN,. The filters were washed three times with TBS-TII
before incubation for 1 h with horseradish peroxidase-conju-
gated goat anti-rabbit IgG diluted 1:15,000 in TBS-TI. The
filters were washed five times with TBS-TII as described
above and incubated in equal volumes of ECL detection
reagent 1 and 2 (Amersham). The reagent was drained off,
and the filters were placed in contact with a film (Agfa
Curix-Rp2), which was developed by chemiluminescence.
The usual time for visualizing immunoreactive bands was
1 min.

Immunoprecipitation of ADA

Cortical membranes from pig brain were resuspended and
solubilized in 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl
(TSA buffer), 0.02% NaN,, and 1% Nonidet-P40 (1 h, 4°C)
in the presence of 2 U/ml of ADA either fully active or
inhibited using Hg?* or deoxycoformycin. In the immuno-
precipitation procedure CHAPS-digitonin detergent was dis-
carded to avoid artifactual charge effects in protein—protein
interactions. For the Hg?* -dependent blockade of the deami-
nase activity a preincubation of 1 h with 0.1 mM HgCl, was
performed; free Hg?* was removed by gel filtration using
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FIG. 1. Effect of ADA on agonist (R-[*H]PIA) and antagonist
([*H]DPCPX) binding to pig brain cortical membranes. Binding
of agonist (1.5 nM R-[H]PIA; @) and antagonist (1.5 nM [*H]-
DPCPX; ) to crude membranes was performed as described
in Materials and Methods. Pig brain cortical membranes were
incubated in the presence of ADA (1 h, 25°C) before the binding
of ligands. Data are mean + SEM values of four separate repli-
cates (the error bar is included within the symbols). Data points
on the y-axis correspond to the binding in the absence of ADA.

Sephadex G-25. Deoxycoformycin (0.1 uM) was included
in the solubilization mixture. The solubilized preparation
was centrifuged at 105,000 g for 90 min at 4°C to pellet
insoluble material. The solubilized material (1 mg of pro-
tein/ml) was then incubated with the specific purified anti-
bodies PC11, PC21, and anti-ADA (40 pg/ml) in TSA
buffer that included 1% Nonidet P-40. Nonspecific immuno-
precipitation was performed by using the same amount of a
rabbit anti-mouse IgG. Immune complexes were allowed to
form overnight at 4°C with constant rotation. Protein A-
Sepharose CL-4B (40 ul) was then added and incubated for

"2 h, at 4°C, with constant rotation. Immunoprecipitates were
washed once with 1% Nonidet-P40 in TSA buffer and once
with 0.1% Nonidet-P40 in TSA buffer. Samples were incu-
bated with 60 ul of 10-fold concentrated SDS-PAGE sample
buffer and treated for 10 min at 100°C. SDS-PAGE was
performed as described above. .

RESULTS

The modification by ADA of the binding of syn-
thetic agonists to A;Rs has been explained assuming
that the enzyme degrades the endogenous ligand, aden-
osine (Linden, 1989). The level of endogenous adeno-
sine in a preparation of pig brain membranes, deter-
mined by HPLC (see Materials and Methods), is very
low ( <25 nM), and thus it is unlikely that endogenous
adenosine affects the binding of the agonist R-[*H]-
PIA to these membranes. Therefore, in this system, the
presence of ADA should not affect the agonist binding
to the receptor. To analyze whether this was true, the
effect of ADA on agonist and antagonist binding to
A Rs was assayed in pig cerebral cortex membranes.
Either the agonmist (R-[?H]PIA) or the antagonist
([*H]DPCPX) binding was enhanced by ADA, with
EC;s, values of 0.67 mU/ml for agonist binding and
1.51 mU/ml for antagonist binding (Fig. 1). The speci-
ficity of ADA in enhancing agonist binding was tested
by determining the 1 nM R-[*H]PIA binding in the
absence (0.18 pmol/mg of protein) and in the presence
of bovine y-globulins (0.23, 0.22, and 0.19 pmol/mg
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of protein with 0.13, 1.3, and 13 ug/ml, respectively).
Thus, the presence of y-globulins in a concentration
up to 100-fold greater than that of ADA had no effect
in agonist binding. The equilibrium binding analysis
of R-[*H]PIA to crude membranes in the absence of
ADA was consistent with the existence of a single
low-affinity state (Kp = 4.1 nM). Addition of ADA
did not modify B,,, but resulted in the conversion of
37% of the low-affinity state into a high-affinity site
(Kp = 0.22 nM; Table 1). The Scatchard plot of R-
[PH]PIA binding in the absence of ADA is linear,
whereas that obtained in the presence of the enzyme
indicates the existence of two components for the bind-
ing (Fig. 2). Thus, the classical distribution of ARs
into two affinity sites, one uncoupled (low affinity)
and the other coupled (high affinity) to heterotrimeric
G proteins, is only evident when ADA is present in
the assays. It is unlikely that endogenous adenosine is
responsible for the disappearance of the high-affinity
component of A,Rs. In fact, if the change in the equi-
librium binding parameters shown in Table 1 is due
to the presence of 25 nM adenosine, it will be easily
deduced that the receptor binding site affinity for aden-
osine must be <7 nM. This does not fit with the ICs,
values for adenosine as a displacer of R-[*H]PIA bind-
ing to an A,R of the same kinetic behavior (ICs, = 0.13
mM for the high-affinity component and 2.7 mM for
the low-affinity component in DDT,;-MF2 cells; manu-
script in preparation). Also, ADA was still able to
induce a 29% increase in the binding of 0.2 nM R-
[*H]PIA to membranes that were preincubated with
0.2 U/ml of ADA and thoroughly washed afterward;
in this latter case, adenosine in the binding medium
was not detected by HPLC.

These results suggested that ADA might modulate
agonist binding to pig brain membranes in a catalytic-
independent manner. To analyze whether this explana-
tion was correct, R-[*H]PIA binding experiments were
carried out in the presence of either fully active ADA
or enzymatically inactive ADA. The inhibitors used
were R-deoxycoformycin and Hg?*, each of which
completely blocked the enzymatic activity at the con-
centrations used. The ADA-dependent increase of R-
[*H]PIA binding was seen in the case of fully active
enzyme and also in the case of Hg”*-inhibited ADA
(Fig. 3). In the presence of Hg?*-inhibited ADA it
was possible to detect the two affinity states of A,Rs,
with equilibrium binding parameters similar to those
obtained using active ADA (Table 1). Hg** by itself
did not have any effect on R-[*H]PIA binding to mem-
branes. Therefore, Hg?* was able to block activity
without affecting the ADA-induced appearance of the
high-affinity form of A;Rs. It is interesting that R-
deoxycoformycin, the irreversible inhibitor of the en-
zyme, prevented the appearance of the second affinity
state because the results obtained were similar to those
found in the absence of ADA (Table 1). Thus, R-
deoxycoformycin blocked both enzyme activity and
the appearance of the high-affinity form of the receptor.
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TABLE 1. Effect of ADA, active or inhibited by either deoxycoformycin (DCF) or Hg**, on
the R-[’H]PIA equilibrium binding parameters

Inhibitor Kp (nM) Buax (pmol/mg of protein)
ADA DCF Hg?* Low-affinity High-affinity Low-affinity High-affinity
- - - 4105 — 0.80 = 0.09 —
+ - = 26 =09 0.22 + 0.09 0501 0.3 +0.1
- + - 28 £ 0.1 — 1.01 = 0.02 o
+ + - 3.16 + 0.02 -— 0.71 £ 0.02 ——
= ] + 44 + 0.7 —_ 0.8 0.1 —
+ - + 36 =05 0.25 = 0.06 0.55 = 0.09 0.51 = 0.06

Binding parameters were derived from saturation experiments carried out with R-[*H]PIA in the absence
or in the presence of 0.02 U/ml of ADA (active or inactivated by preincubation of 2 U/ml with 0.1 mM
DCF or 10 uM Hg**). Data were fitted to a one- or two-affinity-state model by a nonlinear regression
program (see Materials and Methods). Data are mean + SD values given by the regression program.

This effect was probably due to the fact that deoxyco-
formycin prevents the interaction between ADA and
membranes (see below).

To modify agonist binding to A;Rs, ADA must in-
teract with membranes. Iodinated ADA binds to pig
brain cortical membranes with a K, value of 230 nM
and a B, of 2.9 pmol/mg of protein (Fig. 4). In these
membranes an interaction between ADA and A,Rs oc-
curred, as demonstrated by coimmunoprecipitation.
We have developed two different antipeptide anti-A;R
antibodies (PC11 and PC21) that immunoPrecipitatc
pig brain cortex A;Rs photolabeled with '*I-R-PIA
and recognize the 39-kDa band of the receptor by west-
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FIG. 2. Scatchard plots of the R-[*H] PIA computer-derived spe-
cific binding data to pig brain membranes in the presence or in
the absence of ADA. Binding of R-[*H]PIA to cortical mem-
branes was performed without (A) or with (B) ADA (0.02 U/mi)
as described in Materials and Methods. All points represent the
mean of four replicates. The data were fitted using a nonlinear
regression program to a one-site (A) or two-site (B) model. In
the first case there was no significant improvement after consid-
ering the two-site model (see Materials and Methods).

ern blotting (Ciruela et al., 1995). Immunoprecipita-
tion of A,Rs from detergent extracts using these spe-
cific antibodies (see Materials and Methods) also
yielded the 44-kDa band corresponding to ADA (Fig.
S5A). The same kind of experiment described in Fig.
SA was performed with ADA inhibited by Hg>* and
by deoxycoformycin. The coimmunoprecipitation of
ADA and A|Rs was also possible when ADA was
inhibited by Hg?*, but the band of coprecipitated ADA
disappeared when deoxycoformycin was used in the
assays (Fig. SB). Thus, deoxycoformycin prevents the
interaction between the enzyme and the receptor. On
the other hand, an ADA-Sepharose column retained
62% of the R-[*H]PIA binding sites of membrane
detergent extracts, whereas there was no retention of
lactate dehydrogenase, which was used as the control
protein (Fig. 6A). Elution of the A\R molecules re-
tained in the column, as shown by immunoblotting
(Fig. 6B), was only possible using SDS-containing
buffers. These results clearly demonstrate that an inter-
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FIG. 3. Effect of ADA inhibitors on binding of the agonist R-
[*H]PIA to pig brain cortical membranes. ADA completely inhib-
ited by either deoxycoformycin (DCF) or Hg®* was preincubated
(final concentration, 0.02 U/ml) with brain cortical membranes
for 1 h at 25°C before the binding of R-[*H]PIA (1.3 nM) as
indicated in Materials and Methods. Nonspecific binding was
determined in the presence of 600 nM R-PIA. The final concen-
trations of the reagents in the incubation mixtures were 0.1 uM
DCF and 0.1 uM Hg?*. Data are mean * SEM (bars) values of
four separate experiments.
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FIG. 4. Equilibrium binding isotherm of '*|-ADA to pig brain
cortical membranes. Membranes (0.75 mg/ml) were incubated
with '?I-ADA in 50 mM Tris-HC| buffer (pH 7.4) at 25°C as
described in Materials and Methods. Nonspecific binding was
determined in the presence of a 200-fold excess of unlabeled
ADA. Data are mean = SEM (bars) values of four replicates.
Inset: Scatchard plot of the computer-derived specific binding
data. The plot was linear, with a Kp of 230 = 30 nM and a B
of 2.9 = 0.2 pmol/mg of protein. B represents specific binding,
and F represents free ligand concentration.

action between ADA and A,Rs occurs in pig brain
cortical membranes.

DISCUSSION

Reportedly, there are several membrane preparations
that continuously produce endogenous adenosine (Lin-

B ADA
Inhibitor
= = - = + =+ |0&F
MW - - % + = = |Hg®*
(KDa)
69r . 4, '
. D
30» ey
Antibody
+ - + - + - |PCU
- 4 = ¥ = % ]lrrﬁ;&vant

FIG. 5. Immunoprecipitation of ADA by a specific anti-A,R anti-
body. A: Pig brain cortical membranes were solubilized in the
presence of 2 U/ml of ADA. Solubilized extracts (1 mg of protein/
mil) were incubated with the specific anti-A,R antibodies (PC11
and PC21) or anti-ADA or an irrelevant rabbit anti-mouse 1gG.
The immunocomplexes were incubated with protein A-Sepha-
rose CL-4B. SDS-PAGE and immunoblotting of the immunopre-
cipitates were performed to detect the ADA bands with a rabbit
anti-ADA antibody. B: The same procedure as in A but using
either fully active ADA or ADA inhibited by 0.1 mM Hg** or by
0.1 mM deoxycoformycin (DCF; see Materials and Methods).
Arrow, ADA; arrowhead, light chain of immunoglobulins.
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FIG. 6. Chromatography of membrane detergent extracts
through an ADA-Sepharose column. A: Pig brain detergent-ex-
tracts (1 mg of protein/ml) were applied to an ADA-Sepharose
column (570 U/ml) as described in Materials and Methods. After
the application, the column was exhaustively washed, and all
fractions were assayed for R-[*H]PIA binding and lactate dehy-
drogenase (LDH) activity. Data are given as percentages of the
total enzyme activity (1.66 umol/min) or the specific R-["H]PIA
binding (4.4 pmol) applied to the column. B: Immunoblot after
SDS-PAGE of the crude extract and of the retained fraction; the
filter was developed using an antibody against A,Rs (PC21).
The arrow indicates AR.

den, 1989; Prater et al., 1992). The origin of this aden-
osine is not known, but it may come from the break-
down of endogenous adenine nucleotides bound to
membranes or trapped in vesicles. For this reason, the
experiments of ligand binding to adenosine receptors
have always been performed in the presence of ADA.
ADA should not be necessary in systems, such as that
described here, in which the endogenous adenosine
concentration is very low. Thus, the ADA-induced
modification of the equilibrium parameters of ligand
binding to A Rs in brain membranes must be due to
a catalytic-independent effect of the enzyme on the
receptor. Indeed, in this report we have demonstrated,
by coprecipitation and affinity chromatography, that
ADA interacts with A;Rs from pig brain cortical mem-
branes and that the interaction results in the appearance
of the high-affinity form of the receptor. The enzymatic
activity of ADA was not involved in the appearance
of this high-affinity form, as the same effect was
achieved by Hg**-inhibited ADA. Thus, endogenous
adenosine in this system does not play any role in
the ADA-induced changes of AR equilibrium binding
parameters. This may not be a particular case of the
pig brain preparation, because we have obtained very
similar results working with the smooth muscle cell
line DDT MF-2 (manuscript in preparation).

It is interesting to note that, of the two potent inhibi-
tors of the deaminase, Hg** was the only one capable
of maintaining the ADA-induced potentiation of ligand
binding to A,Rs. R-Deoxycoformycin is a transition-
state analogue of ADA that alters the conformation of
the enzyme. In fact, the x-ray structure of a complex
between ADA and the transition state analogue, 6-
hydroxyl-1,6-dihydropurine ribonucleoside, indicates
that the compound is almost completely inaccessible

69 RESULTADOS



ADA INTERACTS WITH ADENOSINE RECEPTORS 1681

to the solvent. Thus, the movement of one or two loops
of the enzyme is necessary for allowing access of the
analogue to and from the active site (Wilson et al.,
1991). On the other hand, Hg** probably blocks activ-
ity by reacting with some sulfhydryl group, which is
essential for enzyme activity but without affecting the
conformation of the enzyme. This explanation fits with
the results obtained from coprecipitation experiments
(Fig. SB) in which Hg?" does not affect the interaction
between ADA and ARs, whereas deoxycoformycin
prevents it. The permanent conformational change in-
duced by the transition-state inhibitor of the enzyme
would then result in the disruption of the ADA-A,R
interaction.

An obvious role for ecto-ADA is to degrade extra-
cellular adenosine, thus controlling the amount of nu-
cleoside available to A,Rs. The demonstration of mea-
surable effects due to the binding of ecto-ADA to cell
surface proteins opens new perspectives in the search
for new, catalytic-independent, roles for ecto-ADA.
Catania et al. (1991) have demonstrated in cerebellar
neurons that ADA, in a catalytic-independent manner,
leads to large increases in the influx of **Ca** and
hydrolysis of polyphosphoinositides. A;Rs were not
involved because the effect, which might be secondary
to a release of excitatory amino acids, was antagonized
by glutamate receptor antagonists but not by agonists
or antagonists of adenosine receptors. Recently, we
have demonstrated that ecto-ADA binding to CD26
produces a costimulatory response in human T cell
activation events in a way that is independent of the
catalytic activity of ADA (Martin et al,, 1995). In
this study an interaction between ADA and A,Rs is
described, and ecto-ADA is able to modulate ligand
binding to A;Rs in a catalytic independent form. It is
- suggested that in pig brain cortical membranes the AR
acts as an ADA binding protein; however, an ADA/
AR interaction mediated by CD26 (also known as
dipeptidylpeptidase IV) cannot be ruled out. It is diffi-
cult to ascertain whether the interaction described here
for the first time accounts for an in vivo phenomenon
with physiological relevance. More experiments using
in vivo models will be necessary to establish a role for
ecto-ADA in the facilitation of signaling events by
several different pathways.
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Abstract Adenosine deaminase (ADA) is not only a cytosolic
enzyme but can be found as an ecto-enzyme. At the plasma
membrane, an adenosine deaminase binding protein (CD26, also
known as dipeptidylpeptidase IV) has been identified but the
functional role of this ADA/CD26 complex is unclear. Here by
confocal microscopy, affinity chromatography and coprecipita-
tion experiments we show that A, adenosine receptor (A,R) is a
second ecto-ADA binding protein. Binding of ADA to AR in-
creased its affinity for the ligand thus suggesting that ADA was
needed for an effective coupling between AR and heterotrimeric
G proteins. This was confirmed by the fact that ABA, independ-
ently of its catalytic behaviour, enhanced the ligand-induced sec-
ond messenger production via A;R. These findings demonstrate
that, apart from the cleavage of adenosine, a further role of
ecto-adenosine deaminase on the cell surface is to facilitate the
signal transduction via A R.

Key words: Adenosine receptor; Adenosine deaminase;
Protein—protein interaction; Signal transduction; Molecular
recognition

1. Introduction

Adenosine, acting through specific receptors on the cell sur-
face, is capable of exerting multiple physiological actions in a
variety of cell types [1-3]. All known adenosine receptors are
heptaspanning macromolecules coupled to heterotrimeric G
proteins. A, adenosine receptors (A,R) display two different
affinity states that depend upon the coupling to heterotrimeric
G proteins; coupled receptor-G protein complexes display high
affinity (K, = 0.1-0.2 nM), whereas uncoupled receptors dis-
play low affinity (K, = 1-2 nM) [4-6].

A, R-mediated signalling depends on the effective concentra-
tion of extracellular adenosine, whose regulation involves a
variety of nucleoside transport systems and ecto-nucleotidases
[7]. Since we discovered adenosine deaminase (ADA, EC
3.5.4.4) on the surface of hematopoietic cells [8], ecto-ADA has
also been implicated in controling the extracellular concentra-
tion of the nucleoside. ADA binds to the cell surface of T
lymphocytes through the activation marker CD26 [9], which is
also known as dipeptidylpeptidase IV or ADA binding protein.
In this report, a close interaction between ADA and the A,
adenosine receptor (A,R) present on DDT,MF-2 cells is dem-
onstrated by immunoprecipitation, confocal microscopy and
affinity chromatography. Here we also provide evidence that
the interaction ADA-A,R modulates ligand binding to AR
and signalling via A|R.

*Corresponding author. Fax: (34) (3) 402 1219.
E-mail: r.franco@ub.es

2. Experimental

2.1, Materials

[’H]R-N*-(2-phenylisopropyl)-adenosine (HJR-PIA) (36 Ci/mmol),
myo-[*HJinositol (85 Ciymmol) and ECL immunoblotting detection sys-
tem, were purchased from Amersham (Nuclear Iberica, Madrid,
Spain). Adenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) from Sigma Chemical
Co (St. Louis, MO, USA) was chromatographied through a Sephadex
G-100 column and the final preparation was homogenous by electro-
phoresis. Rabbit anti-ADA antibody (Serotec, Oxford, UK) has been
developed in our laboratory [8]. Antibodies against A, adenosine recep-
tors, PC11 and PCI12, are, respectively, affinity purified (chromato-
graphied through specific peptide coupled to Sepharose) versions of
antipeptide antisera PC10 and PC20 developed and characterized as
described elsewhere [10). The specificity of anti-A,R antibodies was
tested as described elsewhere [10]. PCI1 and PC21 were not able to
recognize ADA from DDT,-MF2 cell extracts by immunoblotting (Fig.
3B) and from a calf intestine commercial soluble preparation by im-
munoprecipitation or immunoblotting. The antibody against CD26
(H12 monoclonal) was purchased from Endogen Inc. DDT ,MF-2
smooth muscle cells from hamster vas deferens were obtained from and
cultured as recomended by the American Type Culture Collection.

2.2. Enzyme activities and ADA inhibition by Hg’*

Adenosine deaminase (ADA., EC 4.5.4.4) and lactate dehydrogenase
(EC 1.1.1.29) activities were estimated as described by Francoctal {11]
(in the presence of | uM dipyridamole and | M nitrobenzylthioinosine
as adenosine transport inhibitors). Dipeptidylpeptidase 1V (CD26. EC
3.4.14.5) activity was assayed as described by Nagatsu et al. [12]. Calf
ADA activity (50 U/ml) was completely abolished after preincubation
with 100 4M HgCl, (2 h) and removal of free Hg** by gel filtration using
Sephadex G-25.

2.3. Protein determination
Protein was measured as described by Sorensen and Brodbeck [13].

2.4. Immunostaining experiments

For confocal microscopy analysis, nonpermeabilized cells were fixed
(4% paraformaldehyde) for 15 min and washed in PBS-20 mM glycine.
Double immunofluorescence staining was performed after 30 min incu-
bation with PBS-20 mM glycine-1% bovine serum albumin (buffer B)
by applying a mixture of antibodies (60 min, 37°C, buffer B): fluores-
cein-conjugated rabbit anti-A\R (PC21, 100 ug/ml) and rhodamine-
conjugated rabbit anti-ADA (40 ug/ml), or rhodamine-conjugated rab-
bit anti-ADA (40 ug/ml) and fluorescein-conjugated anti-CD26 (20
ug/ml), or rhodamine-conjugated PC21 (100 pg/ml) and fluorescein-
conjugated anti-CD26 (20 ug/ml). Rinsed coverslips were mounted with
immunofluorescence medium. Observations were performed with a
Leica TCS 4D confocal scanning laser microscope.

Immunoprecipitation of AR cross-linked to iodinated (R)-2-azido-
N2-p-hydroxy-PIA(R-AHPIA), autoradiography and immunoblotting
were performed as described by Ciruela et al. [10].

2.5. Radioligand binding assay

Saturation analysis of ['H]R-PIA binding to membranes (0.7 mg/ml)
was performed as previously described [14]. Experiments using intact
celis (1.5 million/ml) were performed at 4°C for 4 h in serum-free
DMEM buffered with 20 mM HEPES, pH 7.4. Saturation isotherms
were obtained from five replicates for each [’H)R-PIA concentration (8
in the range 0.01-200 nM) and were fitted by non-linear regression
analysis. The F-test was used to discriminate between two affinity states
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and one affinity state. The two-site model was selected when P < 0.001
[14].

2.6. Chromatography of A, adenosine receptor using an ADA affinity
column

Solubilized extracts (2 mg protein/ml, 0.5% CHAPS, 0.5% digitonin
in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4) obtained from DDT,MF-2 cells
were applied to a | ml of ADA-affinity column at a flow rate of 2.5 ml/h
at room temperature. The ADA-affinity column was prepared by direct
coupling of 10 mg of commercial calf intestinal adenosine deaminase
(filtered through Sephadex G-25 and further purified to homogeneity
by affinity chromatography) to a | g of cyanogen bromide-activated
Sepharose. After the application, the column was cooled to 4°C and
washed with 15 volumes of 50 mM Tris-HCI, 0.1% CHAPS, 0.1%
digitonin, pH 7.4, until no protein was detected in the eluates. All
fractions were assayed for PHJR-PIA binding, lactate dehydrogenase
activity and protein.

2.7. Second messengers determination

Ca™ release from intracellular stores and the level of inositol phos-
phates (InsP) were measured as described elsewhere [15-17]. In cells
(10° cells/ml) loaded with the fluorescent dye Fura 2-AM (5 uM, 30
min), the 50 nM R-PlA-induced Ca*" mobilization. was determined in
a dual-wavelength fluorimeter by using the ratio of excitation wave-
lengths 334/366 nm with emission cut off at 500 nm. For inositol
phosphates determination, mositol-starved cells (0.5 million/ml) were
incubated with DMEM containing myo['H]inositol (3 4Ci/ml) for 40-
48 h. After addition of 10 mM LiCl (10 min), inositol phosphate pro-
duction was induced (15 min) by 50 nM R-PIA. Cells were treated with
perchloric acid and total ['H]InsP was isolated using a Dowex AG1-X8
column,

3. Results and discussion

DDT MEF-2 cells exhibit ecto-ADA. When 60 4M adenosine
was used as substrate. ecto-ADA activity (see section 2) was 1.0

mU per million of intact cells. DDT,MF-2 cells also express on’

their surface binding sites for the A, adenosine receptor specific
agonist ['H]R-PIA (see Table 1). These cells therefore provide
a unigue model to study potential interactions between the
receptor for a ligand (adenosine) and the ecto-enzyme responsi-

100
o
=1
.
=
g 50~
o
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0 ‘ T T
Ay receptors Lactate
dehydrogenase

Fig. 2. Chromatography of cell extracts through an ADA-Sepharose
column. The 1 nM [*H]R-PIA binding to A, adenosine receptors and
the lactate dehydrogenase activity was determined in the different frac-
tions: not retained (dotted), wash (white) and retained (black). Values
are given in percentage respect to the total amount apphed: 4 pmol for
A, adenosine receptors and 0.36 gmol/min for lactate dehydrogenase
activity.

Immuno- Western-
precipitation blotting

Fig. 3. Immunochemical detection of AR and ADA. Panel A. Copre-
cipitation of ADA using antibodies against A\R. DDT ,MF-2 cell mem-
branes were solubilized using 1% Nonidet-P40; immunoprecipitation
using PC11 and PC12 (or anti-ADA and irrelevant [gG as controls) (40
pg/ml of each antibody) and immunoblotting (PVDF membranes) were
performed as indicated in section 2. PVDF membranes were treated
with ant-ADA antibody (5 ug/ml) and immunoreactive bands were
visualized by horseradish-peroxidase-labelled goat anti-rabbit IgG an-
tibodies (1:15000-fold dilution). followed by ECL chemiluminiscence
detection. Arrow: ADA Arrow head: IgG heavy chain. Panel B. A|R
recognition by PCI1 and PC21. Immunoprecipitation of AR cross-
linked to iodinated (R)-2-azido-N2-p-hydroxy-PIA (R-AHPIA) (left
mmage). Labelled membranes (0.5 mg protein/ml) were immunoprecipi-
tated in the absence or in the presence of 40 ug/ml of either PC11, PC21
or an irrelevant IgG. Immunoprecipitated material was analyzed by
SDS- PAGE. The gel was run, dried and autoradiographed. Im-
munoblotting of A|R using PC |1 and PC21 antibodies (right image).
In DDT MF-2 cells the 74 kDa band that PC21 recognizes in pig brain
membranes [10]. was not detected.

ble for ligand degradation. As judged by cell surface im-
munofluorescence staining with rhodamine isothiocyanate-
conjugated anti-ADA and fluorescein isothiocyanate-conju-
gated anti-A R, the cell surface distributions of ADA (red flu-
orescence) and AR (green fluorescence) on the surface of
DDTMF-2 cells appeared similar (Fig. 1A.B). The label was
indeed corresponding 1o a cell surface staining as judged by the
lack of intracellular stain (Fig. 1A). Further analysis by confo-
cal microscopy demonstrated that the degree of colocalization
between ADA and AR on the surface of DDT,MF-2 cells was
very high. The intensity of white and its situation far from the
axis origin of the cytofluorogram indicated that the colocaliza-
tion was quantitatively very high (Fig. 1B. insert of the bottom
right image). Since DDT ,MF-2 cells also express CD26 on therr
surface (dipeptidylpeptidase activity using | mM gly-pro-par-
anitroanilide as substrate was 3.4 mU per million cells), the
codistribution of ADA (red Huorescence) and CD26 (green
fluorescence) (Fig. 1D) and of CD26 (green fluorescence) und
AR (red fluorescence) (Fig. 1E) were studied. In contrast to
the codistribution of ADA and AR, ADA and CD26 or A|R
and CD26 had a different distribution pattern with a moderate
degree of colocalization (in white). Taken together, these colo-
calization studies suggested that there were significantly more
ADA molecules colocalizing with AR than with CD26: there-
fore, A|R may act as a second receptor for ecto-ADA.

Next we examined whether exogenous ADA could bind to
cell surface A;R molecules that did not colocalize with en-
dogenous ADA. i.c. those labelled green in the images of Fig.
1B. Indeed, addition of exogenous ADA led to the complete
disappearance of the green fluorescence and to an increase in
white in the confocal images. which indicated increased colocal-
ization (Fig. 1C). Thus. all A|R molecules present on the sur-
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Fig. 4. R-P1A-induced calcium mobilization and total ['H]InsP produc-
tion in DDT,MF-2 cells. 50 nM R-PIA induced calcium mobilization
{A) and inositol phosphates production (15 min) (B). Cells were incu-
bated (30 min) in the absence (~ADA) or presence of 0.2 U/ml of
adenosine deaminase, enzymatically active (+ADA) or irreversibly in-
hibited by 100 uM HgCl, (2 h, room temperature) and desalted through
a Sephadex G-25 (+ADA-Hg™).

face of DDT,MF-2 cells can bind ADA. We conclude that an
interaction ADA-A R occurs at the cell surface level in intact
cells.

The ability of ADA to recognize AR was confirmed by
isolating the AR from a detergent extract (obtained as de-
scribed in section 2) with an ADA-Sepharose affinity column.
AR was 67% retained within the column whereas a control
protein, lactate dehydrogenase, was completely eluted (Fig. 2).
Conversely, ADA was coprecipitated from membrane extracts

E Ciruela et al. | FEBS Letters 380 (1996) 219-223

using two (PCI1 and PC21) different antipeptide anti-A,R an-
tibodies (Fig. 3A). Both antibodies immunoprecipitated AR
photolabelied with ['*IJR-PIA (with an efficiency that ranges
from 15 to 25% [10]) and both recognized the 39 kDa band of
the receptor by Western blotting (Fig. 3B). However, PC11 was
more effective in immunoprecipitation and Western blotting
experiments than PC21. For this reason the coprecipitated
ADA band was stronger when PC11 was used (Fig. 3A). These
results support the notion that A|R binds ADA on the surface
of DDT,MF-2 cells.

Because ADA and AR interacted on the surface of
DDT,MF-2 cells, the influence of ADA on the thermodynamic
behavior of the agonist PH]JR-PIA binding to AR was ana-
lyzed. Addition of ADA reportedly results in an increase in
[’H]R-PIA binding to AR as a consequence of the degradation
of endogenous adenosine [18,19]. The effect of exogenous ADA
on [*HJR-PIA binding to intact DDT,MF-2 cells and to mem-
branes from these cells was analyzed. A|R in intact cells dis-
played, in the absence of external ADA, a very low affinity state
(K4 = 40 nM) similar to that found in membrane preparations
(Table 1). In the presence of exogenous ADA the affinity for
[*HJR-PIA increased significantly (K, = 10 nM). The effect of
ADA in membranes was more pronounced since it converted
the single very-low affinity state of AR (K, = 50 nM) into two
states (one of high affinity, 0.79 nM, and another of low affin-
ity, 8.7 nM). The complete blockade of deaminase activity, by
preincubating ADA with Hg**, did not produce any significant
changes in the K, and B_,, values obtained in the presence of
ADA (Table 1). On the other hand, endogenous adenosine did
not affect ["H]JR-PIA binding to A,R. First, the concentration
of adenosine in the binding assays to membranes was very low
(25-40 nM detected by HPLC). Second, IC, values for ade-
nosine as displacer of ['H]JR-PIA binding to membranes in
presence of Hg?*-inhibited ADA were very high: 129 uM (high-

Table 1
Equilibrium parameters of ["HJR-PIA binding to DDT,MF-2 cells and to cell membranes in the absence or presence of ADA
Presence of ADA Affinity-state Ky (nM) B, (pmol/mg prot.)
Membranes None High-affinity - -
Low-affinity -
Very low-affinity 50+ 10 04+0.1
0.2 U/ml High-affinity 0.79 = 0.09 0.28 £0.03
Low-affinity 8716 0.15 £ 0.05
Very low-affinity - -
*0.2 U/ml High-affinity 15205 0.25 £ 0.05
plus Hg™" Low-affinity 9+2 0.13£0.07
Very low-affinity - .
Intact cells None High-affimity - -
Low-affinity - -
Very low-affinity 40+ 10 0.10 + 0.03
0.2 U/ml High-affinity - -
Low-affinity 10+6 0.11 £ 0.02
Very low-affinity - -
*0.2 U/ml High-affinity - -
plus Hg™ Low-affinity 10£3 0.15%0.02

Very low-affinity

*ADA in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4. was incubated for 2 h with 100 uM HgCl,. Free Hg®* was eliminated by gel filtration using Sephadex

(5-25. The eluted protein (Hg"*-ADA) was devoid of deaminase activity.
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affinity) and 2.7 mM (low-affinity). Thus, this alteration in the
behavior of membrane AR in the presence of ADA is not due
to the degradation of the endogenous ligand, adenosine, but to
a direct effect upon A R.

Does ADA induce signal transduction events via A;R? To
address this, DDT,MF-2 cells were treated with R-PIA with or
without ADA (or Hg**-inhibited ADA) and the release of Ca?*
from intracellular stores and the level of inositol phosphates
(InsP) were measured. As shown in Fig. 4A, the R-PIA-induced
increase in intracellular Ca** in the presence of exogenous
ADA was five-fold higher than in the absence of the enzyme.
ADA by itself did not modify the level of these second messen-
gers. In some experiments the effect of R-PIA upon Ca** mobi-
lization was evident only in the presence of exogenous ADA.
The increase in inositol phosphates was also amplified by exter-
nal ADA (Fig. 4B). Induction of both second messengers was
independent of the catalytic activity of the enzyme since a
similar potentiation was obtained by Hg**-inhibited ADA.
Thus, ADA is necessary for an efficient coupling of A;R with
the signal tranduction machinery. Signalling in the absence of
ADA may be due to a small proportion of A;R molecules
interacting with endogenous ADA. It should be noted that
signalling via A, adenosine receptors has been always investi-
gated in the present of exogenous ADA. This practice used in
principle to eliminate the endogenous ligand, adenosine, has
lead to believe that exogenous ADA had no effect on ligand-
induced signalling. However, as evidenced here, ecto-ADA has
a key role in AR functioning.

Taking into account that the changes of affinity in the case
of AR reportedly reflect changes in the coupling to hetero-
trimeric G proteins, we postulate that ADA is required for
coupling of the AR to heterotrimeric G proteins in DDT,MF-
2 cells. This is the first report providing evidence that a heptas-
panning receptor requires a cell surface protein for efficient
signalling. Modulation of A;R-mediated signal transduction by
ADA-A R interaction opens a new perspective in the regula-
tion mechanism of heptaspanning receptors coupled to G pro-
teins,
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SUMMARY

Through immunocytochemistry with the use of antibodies
against A, adenosine receptors (A,Rs) and confocal micros-
copy, we show that stimulation of A;Rs by the agonist (R)-
phenylisopropyladenosine [(R)-PIA] caused a rapid (515 min)
aggregation (clustering) of receptor molecules on the surface of
DDT,MF-2 cells. Intemalization of the chronically stimulated
receptor was slower and occurred concomitantly, with a time-
dependent decrease (50%) in the number of cell surface
[PH](R)-PIA binding sites. The reduction of binding sites was
due partly (30%) to internalization and partly (20%) to the
presence of desensitized cell surface receptor molecules that
were unable to bind the ligand. Chronic exposure of DDT,MF-2

cells to 50 nm (R)-PIA produced functional desensitization, as
deduced from second messenger production assays. Quanti-
fication of the content of A;Rs by immunoblotting and flow
cytometry in cells pretreated with 50 nm (R)-PIA indicates a
time-dependent slow down-regulation of the receptor. Recep-
tor clustering and agonist-induced receptor phosphorylation,
which occurred in serine and tyrosine, were simultaneous. The
finding that activators of protein kinase A or C were able to
Induce functional desensitization of A;Rs, phosphorylate A,Rs
in serine and threonine, and trigger clustering of the receptor
suggests that phosphorylation of A;Rs in serine/threonine is
involved in desensitization-related events.

The ubiquitous nucleoside adenosine exerts multiple phys-
iological actions via specific receptors, four of which (A,, A,,,
A,p, and Ag) have been cloned (see Ref. 1 for a review). A;Rs
are functionally coupled to members of the pertussis toxin-
sensitive family of G proteins, G;,, Gig, Gi3, and G, (2, 3).
Activation of A;Rs regulates several membrane and intracel-
lular proteins, such as adenylate cyclase, Ca®* channels, K*
channels, and phospholipase C (see Ref. 1 for a review). The
smooth muscle cell line DDT;MF-2 from hamster vas defer-
ens expresses the A,Rs in a stable manner (4). Equilibrium
parameters for agonist binding to these cells are similar to
those found in intact tissue preparations. On the other hand,
the number of receptors for each cell is high (B_,, = 0.16
pmol/mg of protein, which represents ~100,000 receptors/
cell), These cells are thus more suitable than transfected cells
for the study of AR function. In fact, overexpression of pro-
tein molecules in transfected cells may lead to artifactual

This work was supported by CICYT Grants PB91/0263 and PB94/0941 and
CIR;T—CICYT Grant QFN93/4423. F.C. and C.S. contributed equally to this
work,

! Current affiliation: MRC Anatomical Neuropharmacology Unit, Univer-
sity of Oxford, Oxford OX1 3TH, UK.

results in experiments designed to elucidate receptor physi-

ology.
Chronic agonist stimulation of certain receptors induces

.desensitization (an attenuated response to stimulation) and

down-regulation (internalization and reduction in the num-
ber of receptor molecules per cell). Among G protein-coupled
receptors, desensitization and down-regulation have been
extensively studied in cell systems expréssing g-adrenergic
receptors (see Ref. 5 for a review). On the basis of these
studies, it has been suggested that after a short period of
agonist exposure, the receptors uncouple from G proteins due
to phosphorylation catalyzed by receptor-specific kinases
(e.g., B-adrenoceptor-associated receptor kinase-1 and -2)
and/or kinases regulated by second messengers (e.g., PKA).
Phosphorylation of the receptor by specific kinases increases
the affinity of the receptor for cytosolic factors (arrestins),
whereas phosphorylation by PKA impairs the ability of the
receptor to interact with G proteins (6—8). Receptor internal-
ization or sequestration are phenomena by which a receptor
translocates to intracellular compartments. Ligand-induced
sequestration has been described for B,-adrenergic receptors
in several cell lines, but the molecular mechanisms are not
fully understood (9-12). Internalization is usually incom-

ABBREVIATIONS: A,R, A, adenosine receptor; ADA, adenosine deaminase; PKA, protein kinase A; PKC, protein kinase C; HBSS, Hanks'
balanced salt solution; DMEM, Dulbecco's modified Eagle's medium; PBS, phosphate-buffered saline; CHO, Chinese hamster ovary; HEPES,
!4-(2-hydroxyeﬂ1yl)—1-piperazlneemanesurfonic acid; AM, acetoxymethyl ester; (R)-PIA, (R)-phenylisopropyladenosine; DPCPX, 1,3-dipropyi-8-
cyclopentyixanthine; PMA, phorbol-12-myristate-13-acetate; Cl¢, chiorophenyl; SDS, sodium dodecyl sulfate; PAGE, polyacrylamide gel elec-

trophoresis.
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plete, and it alters the resensitization process, as occurs in
the case of muscarinic receptors (13, 14). However, through
the use of immunocytochemical techniques, Smit et al. (15)
demonstrated that immunoreactivity against histamine H,
receptors tagged at the amino terminus completely disap-
pears after 1 hr of agonist treatment. The authors also show
that histamine causes internalization of the receptor in sta-
bly transfected human embryonic kidney 293 by a cAMP-
independent pathway. Furthermore, Berry et al. (16) demon-
strated a rapid and almost complete agonist-induced
internalization of 5-hydroxytryptamine,, receptor via the
endosome pathway.

Desensitization of adenosine receptors has been character-
ized by pharmacological and molecular approaches in a va-
riety of model systems (10, 17-21). Desensitization and
down-regulation of A;Rs and A,, adenosine receptors in
DDT,MF-2 cells follow two distinct pathways (22), Pretreat-
ment of cells with high doses of agonist results in a rapid loss
of agonist stimulation of adenylate cyclase activity with no
change in receptor number or affinity for the ligand. In con-
trast, desensitization of A,Rs follows a decrease in the num-
ber of receptors in membrane preparations and seems to be
mediated by receptor phosphorylation (22). Further charac-
terization of desensitization mechanisms of canine A,, aden-
osine receptors indicates that agonist-stimulated receptor
phosphorylation may induce short term desensitization by
impairing receptor/G, coupling. In addition, long term desen-
sitization is mediated by down-regulation of the receptor and
up-regulation of inhibitory G proteins (17). In this report, the
distribution of A,Rs in DDTMF-2 cells was studied by im-
munocytochemistry using two antipeptide antibodies against
A,Rs. Desensitization mechanisms of A;Rs have been ana-
lyzed using a set of techniques that include confocal micros-
copy, ligand binding, and immunoblotting. The results pro-
vide direct evidence of agonist-induced cell surface AR
aggregation and subsequent receptor desensitization and in-
ternalization. Moreover, the level of phosphorylation of the
receptor, in serine, threonine, or tyrosine, has been analyzed
in cells treated chronically with the agonist.

Experimental Procedures

Materials. [PHI(R)-PIA (36Ci/mmol), myo-[*Hlinositol (85 Ci/
mmol), and the enhanced chemiluminescence immunoblotting detec-
tion system were purchased from Amersham (Nuclear Iberica, Mad-
rid, Spain). [*?P]Orthophosphate was from New England Nuclear
Research Products (Boston, MA). DPCPX was from Research Bio-
chemicals (Natick, MA). (R)-PIA, phenylmethylsulfonyl fluoride,
pepstatin, leupeptin, chymostatin, antipain, fluorescein isothiocya-
nate, rhodamine isothiocyanate, PMA, Cl¢cAMP, and Fura-2 AM
were obtained from Sigma Chemical (St. Louis, MO). Calf adenosine
deaminase, which was filtered through Sephadex G-25 before all
assays, and electrophoresis reagents were obtained from Boehringer-
Mannheim (Barcelona, Spain), Sephadex G-25 fine grade and Pro-
tein A/Sepharose CL4B were from Pharmacia LKB Biotechnology
(Uppsala, Sweden). All other products were of the best grade avail-
able and purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Deionized
water further purified with a Millipore Milli-Q system (Bedford, MA)
was used throughout the study.

Antibodies. Antipeptide antisera against A;Rs were generated
by immunization of female New Zealand White rabbits with the use
of Bio-Kit (Barcelona, Spain) and characterized as described previ-
ously (23). The peptides used for immunization correspond to a
19-amino acid sequence of the third intracellular loop of A;Rs (PC11

antibody) and a 14-amino acid sequence of the second extracellular
loop of A,Rs (PC21 antibody). The antiserum generated was purified
by affinity chromatography using the specific peptide coupled to
Sepharose CL4B. Sheep anti-rabbit IgG-fluorescein F(ab'); fragment
and horseradish-peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG were
purchased from Boehringer-Mannheim. Purified anti-phospho-
gerine (clone 1C8 plus 4A3) and anti-phospho-threonine (clone 1E11)
monoclonal antibodies were purchased from BIOMOL (Hamburg,
Germany), and anti-phospho-tyrosine monoclonal antibody (clone
PT-66) was from Sigma Chemical.

Cell cultures, membrane preparation, and protein determi-
nation. DDT,MF-2 smooth muscle cells, originally isolated from a
steroid-induced leiomyosarcoma of Syrian hamster vas deferens (4),
were cultured (37° in 5% CO,) in DMEM. CACO-2 cells, an epithelial
cell line derived from human colon carcinoma, were cultured in
DMEM. CHO cells were cultured in DMEM/Ham’s F-12 nutrient
mixture (1:1 v/v) medium, and Jurkat cells, derived from human T
leukemia, were grown in RPMI 1640 medium (all media were from
Whittaker, Walkersville, NY). Media were supplemented with 1%
nonessential amino acids, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate,
and 10% (v/v) fetal calf serum (CACO-2, CHO, and Jurkat cells) or
5% (v/v) fetal calf serum and 5% (v/v) horse serum (DDT;MF-2 cells).
All sera were from GIBCO (Grand Island, NY). For desensitization
and sequestration experiments, DDT,MF-2 cells were grown in the
absence or presence of 50 nM (R)-PIA and/or 50 nM DPCPX, 50 pM
Cl¢-cAMP, or 10 nM PMA. After the indicated incubation time, cells
were washed in cold PBS; then, binding experiments, immunoblot-
ting, determination of [*H]inositol phosphate accumulation, intracel-
lular calcium determination, and/or immunocytochemistry assays
were performed.

Cell membranes from DDT,MF-2, CHO, CACO-2, and Jurkat cells
were obtained by centrifugation after disruption of cells with a Poly-
tron homogenizer (Kinematica, PTA 20 TS rotor, setting 4; Brink-
mann Instruments, Westbury, NY) for three 5-sec periods. The
buffer used was 50 mM Tris'HCI, pH 7.4. Nuclei and cell debris were
separated by centrifugation (900 X g, 4°). Membranes were then
separated at 105,000 X g (90 min, 4°). The pellet was resuspended in
50 mM Tris-HCI buffer for immediate use.

Protein was measured by the bicinchroninic acid method (Pierce
Chemical, Rockford, IL), as described by Sorensen and Brodbeck
(24).

Radioligand-binding experiments and analysis of binding
data. For agonist binding to intact cells, cells pretreated as indicated
above were harvested and resuspended (1 X 10° cells/ml) in assay
medium (serum-free DMEM buffered with 20 mm HEPES, pH 7.4).
Cells were preincubated with 0.2 units/ml ADA for 30 min at 4°.
Aliquots (0.1 ml) were then added to 96-well microtiter plates con-
taining [PH)(R)-PIA (eight concentrations of 0.01-200 nM; experi-
ments performed in triplicate) in a final volume of 0.2 ml. Nonspecific
binding was defined as that occurring in the presence of a 500-fold
excess of DPCPX. Binding was carried out at 4° for 4 hr. In the case
of membranes, suspensions were incubated with 0.2 unit/ml adeno-
sine deaminase (30 min, 25°) before the addition of the radioligand
(12 oM final concentration). Binding, performed in 96-well microtiter
plates, was carried out at 20° for 2.5 hr. Binding was stopped by a
rapid filtration over glass-fiber filters (GF/C filters; Whatman, Maid-
stone, UK) in a Brandel cell harvester (Brandel Biomedical Research
and Development Laboratories, MD). Filters were then washed in 5
ml of ice-cold PBS (cells) or Tris‘HCI buffer (membranes). Filters
were transferred to scintillation vials, and 10 ml of scintillation fluid
(Formula-989; New England Nuclear Research Products) was added.
Vials were shaken overnight and counted using a Packard 1600
TRI-CARB scintillation counter with 50% of efficiency.

Data from saturation isotherms were analyzed by nonlinear re-
gression as described previously (25).

Second messenger determination. For intracellular calcium
measurement, cells (10° cells/ml) were loaded with § uM Fura-2 AM
for 30 min at 37°, For short term desensitization, loaded cells were
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washed and incubated (5 min, 37°) in HBSS (1.2 mm CaCl,, 20 mM
HEPES, pH 7.4) containing the indicated reagents [50 nm (R)-PIA,
50 uM Cld-cAMP, or 10 nM PMA]. It should be noted that for long
term desensitization, reagents [50 nM (R)-PIA or 50 nM DPCPX] were
incubated for 48 hr before the loading step. In all cases, cells were
washed and subsequently incubated in HBSS containing 0.2 unit/ml
ADA. Calcium peak induction was achieved by the addition of (R)-
PIA. (R)-PIA concentration was 50 nM for short term desensitization
and 1 nM to 10 mM for long term desensitization. Calcium concen-
tration was determined at 30° in a dual-wavelength Shimadzu RF-
5000 spectrofluorophotometer (Shimadzu Europe, Duisberg, Ger-
many) by using the excitation wavelength ratio of 334/366 nm with
emission cutoff at 500 nm. Free calcium concentration was calcu-
lated as described previously (26).

For the phosphoinositide assay, cells (0.5—1 X 10%/ml) were grown
(40—48 hr) in inositol-free medium (DMEM supplemented with 5%
horse serum and 5% fetal calf serum, both dialyzed against inositol-
free DMEM) containing myo-[*H]inositol (5 uCi/ml). Washed cells,
subsequently incubated with the indicated reagents, were collected;
washed exhaustively in prewarmed (37°) PBS containing 0.5 mM
MgCl, and 0.9 mM CaCl,; and incubated (10%0.2 ml of PBS) in PBS
containing 10 mM LiCl and 0.2 unit/ml ADA for 10 min. The phos-
phoinositide production was initiated by the addition of 0.1 ml of
prewarmed PBS containing (R)-PIA (concentration, 50 nM for short
term desensitization and 1 nM to 10 mM for long term desensitiza-
tion). After 30 min, the assay was ended by perchloric acid protein
precipitation (30 min on ice). Neutralized samples (4 M KOH, 1 M
Tris, 60 mM EDTA) were centrifuged for 20 min at 3000 X g, and the
aqueous phase was loaded into a Poly-Prep chromatography column
(BioRad, Sweden) containing 1 g of an anion exchange resin (AG
1-Xi; 200400 mesh; formate form). The total inositol phosphate pool
was eluted according to the method of Berridge et al. (27), and the
radioactivity was measured,

Immunostaining experiments. For flow cytometry measure-
ments, pretreated cells were harvested, rinsed in PBS, and then
fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 156 min or fixed and per-
meabilized (4°, 1 hr) in 70% ethanol/30% PBS. Cells were washed in
PBS containing 20 mM glycine (buffer A) to quench the aldehyde
groups. After a 30-min incubation in buffer A containing 1% bovine
serum albumin (buffer B), cells were incubated first with anti-A,Rs
(PC21 or PC11; 40 pg/m)) for 1 hr at 37°, washed, and stainéd with
fluorescein-conjugated anti-rabbit IgG antibody. As control, an irrel-
evant rabbit IgG was used. Stained cells were analyzed with an
EPICS Profile flow cytometer (Coulter, Hialeah, FL). Mean fluores-
cein fluorescence from 5000 cells was measured, and the mean value
of triplicate experiments was presented as percentage of control
cells.

For immunofluorescence staining, cells growing onto glass cover-
slips were incubated in the absence or presence of 50 nM (R)-PIA, 50
uM Clg-cAMP, or 10 nM PMA in complete medium for 5, 15, or 45
min. They were then rinsed in PBS, fixed in 4% paraformaldehyde in
PBS for 15 min, and washed in buffer A. After a 30-min incubation
with buffer B, immunofluorescence staining was performed by ap-
plying a fluorescein-conjugated rabbit anti-A;Rs (PC21 antibody;
100 pg/ml, 60 min at 37°). The coverslips were rinsed for 30 min in
buffer B and mounted with immunofluorescence medium (ICN Bio-
medicals, Costa Mesa, CA).

To analyze receptor internalization by immunocytochemistry,
cells growing onto glass coverslips in the presence of a fluorescein-
conjugated rabbit anti-A;Rs (PC21 antibody; 5 ug/ml), were incu-
bated with or without 50 nM (R)-PIA and 50 um Cl¢cAMP or 10 nMm
PMA in a complete medium for 5, 12, 24, 48, and 72 hr and then
rinsed in PBS. At this step, it is important to note that fluorescein-
conjugated PC21, which was interacting with membrane receptor in
nonfixed cells, was washed up, and only internalized fluorescein-
conjugated PC21 remained in the preparation. Cells were then fixed
in 4% paraformaldehyde in PBS for 15 min and washed twice in PBS
containing 20 mM glycine. The coverslips were mounted as described
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above. The efTiciency of the labeling for cells grown in the presence of
fluorescein-conjugated PC21 and fixed afterward is lesser than that
for cells fixed and then treated with fluorescein-conjugated PC21
(compare Figs. 1 and 3).

Confocal microscope observations were made with a Leica TCS 4D
(Leica Lasertechnik GmbH, Heidelberg, Germany) confocal scanning
laser microscope adapted to an inverted Leitz DMIRBE microscope.

Phosphorylation, autoradiography, and immunoblotting.
Cells (50 x 10%), harvested and washed twice in phosphate-free
DMEM, were incubated at 37° for 2 hr with 10 ml of phosphate-free
DMEM, and 20 mM HEPES, pH 74, containing 1 mCi of
[*2PJorthophosphate, to label the intracellular ATP pool. After 32P
incorporation, cells were washed twice with DMEM to remove unin-
corporated radioactivity. Loaded cells were resuspended (1 x 10°
cells/ml) in DMEM and incubated at 37° for 5 min with the indicated
reagents. Cells were harvested and washed twice in ice-cold PBS
before disruption and solubilization for 1 hr on an ice bath with 0.5
ml of lysis buffer [1% (v/v) Nonidet P-40, 20 mm HEPES, pH 7.4, 100
mM NaCl, 1 mM NayVO,, 50 mM NaF, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 10 pg/ml concentrations of leupeptin, pepstatin, chymosta-
tin, and antipain]. The solubilized preparation was centrifuged at
80,000 x g for 90 min, and the solubilized material (1 mg of protein/
ml) was processed for immunoprecipitation, SDS-PAGE, and auto-
radiography as described previously (23).

For immunoblotting with anti-phospho-amino acid antibodies,
cells were first stimulated at 37° in DMEM and then lysed as de-
scribed above. Immunoprecipitation of A;Rs was carried out using
the PC11 antibody. SDS-PAGE and immunoblotting were per-
formed, as described previously (23), using anti-phospho-tyrosine
(dilution, 1:2000), anti-phospho-serine (0.5 pg/ml), or anti-phospho-
threonine antibody (1 pg/ml).

Fig. 1. Modulation by (R)-PIA, PMA, or Cl¢-cAMP of the distribution of
cell surface A,Rs. Cells were treated with serum-free DMEM in absence
(a) or presance of 50 nM (R)-PIA (b),10 nm PMA (c), or 50 um Cld-cAMP
(d) for 15 min. After treatment, nonpermeabilized cells were fixed (4%
paraformaldehyde) for 15 min and washed in PBS/20 mm glycine. The
immunofluorescence staining was performed as indicated in Experi-
mental Procedures using a fluorescein-conjugated rabbit anti-A,R
(PC21 antibody; 100 pg/mi), and fluorescence on the cell surface was
observed with a confocal microscope. A reconstruction obtained by
superimposition of a number of images corresponding to horizontal
sections of the cells is shown. Scale bars on bottom right, 10 pm.
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Statistical analysis. Statistical comparisons were made using a
two-tailed Student's ¢ test.

Results

Agonist-induced clustering and internalization of
cell surface A,Rs. The distribution of A;Rs on the
DDT,MF-2 cell surface was determined by immunofluores-
cence staining using PC21 antibody directed against a se-
quence of the second extracellular loop of A,Rs. The receptor
distribution in nonpermeabilized cells, fixed with para-
formaldehyde, was analyzed by confocal microscopy. An im-
age corresponding to receptor distribution on the surface of
these cells is shown in Fig. 1a. Confirmation that cells were
not permeabilized was obtained through the lack of intracel-
lular labeling when a section of the cell was analyzed and
through the absence of specific labeling when using PC11
antibody, which is directed against an intracellular loop of
the receptor (not shown). The antibody did not lead to specific
labeling in cells that do not express A;Rs (Jurkat or CHO
cells), whereas the labeling was present in CACO-2 cells,
which express the receptor (Fig. 2). In comparison with
DDT,;MF-2 cell membranes [0.41 + 0.03 pmol [*H](R)-PIA
bound/mg of protein|, the specific [*H](R)-PIA binding in
Jurkat or CHO cell membranes was negligible (0.001 = 0.001
and 0.003 = 0.002, respectively), whereas it was moderate in
CACO-2 cell membranes (0.06 = 0.01). After cell exposure to
the AR agonist (R)-PIA (50 nM), bright punctate accumula-
tions of antigen appeared, which is suggestive of receptor
clustering in some parts of the membrane. Clustering ap-
peared at short times (5 min) and was more evident after 15
or 45 min of (R)-PIA treatment (Fig. 1b). Confocal analysis of
cells using fluorescein-conjugated PC21 antibody also indi-
cated internalization of the receptor in response to chronic
exposure to 50 nM (R)-PIA. Confocal microscopy permits
scanning of multiple thin (1 pm) parallel sections through
individual cells and facilitates optical separation of cytosolic
from plasma membrane fluorescence. No significant receptor
internalization was observed after 5 hr of incubation with 50
nM (R)-PIA (not shown). However, after 12 or 24 hr, cells
showed a large number of internalized receptors in small
intracellular vesicles (Fig. 3, ¢ and d). No increase in receptor
internalization was observed after 72 hr of (R)-PIA treat-
ment; thus, the chronic exposure of cells to the adenosine
agonist (R)-PIA led to a time-dependent translocation of

A,Rs to intracellular stores, which was evident at 5-12 hr
and maximal at 1248 hr of treatment.

Phosphorylation of A;Rs in DDT;MF-2 cells. To ana-
lyze whether protein phosphorylation occurs in parallel to
AR clustering and internalization, the level of phosphoryla-
tion of A;R molecules was analyzed in naive cells or in cells
pretreated with the agonist. Phosphorylation was induced by
a 5-min treatment with 50 nM (R)-PIA in DDT,MF-2 cells
metabolically labeled with 3?P, in serum-free medium, After
the assay, AR molecules were immunoprecipitated using the
affinity-purified specific anti-A;R antibody PC11, which im-
munoprecipitates photoaffinity-labeled A, Rs in porcine brain
cortex (28) and in DDT,MF-2 cells (29). The immunoprecipi-
tate from untreated cells, analyzed by SDS-PAGE and auto-
radiography, gave rise to a single phosphorylated band of 36
kDa corresponding to the A;Rs. No phosphorylated material
of 36 kDa was immunoprecipitated using an irrelevant rabbit
IgG. Under similar conditions, (R)-PIA induced a rapid in-
crease in phosphorylation. Phosphorylation of A,;Rs was also
observed when cells were treated with a PKC activator, PMA,
or a PKA activator, Clp-cAMP (Fig. 4).

Immunoprecipitates were also analyzed by immunoblot-
ting using monoclonal antibodies against phospho-tyrosine,
phospho-serine, or phospho-threonine (see Experimental
Procedures). Activation of PKA or PKC led to phosphoryla-
tion of A,Rs in serine and threonine. In contrast, ligand-
induced activation of A,Rs led to phosphorylation of the
receptor in tyrosine and, to a lesser extent, serine (Fig. 5).
Therefore, A;Rs are susceptible to phosphorylation by vari-
ous kinases depending on the stimulus.

To test whether receptor phosphorylation could be related
to receptor clustering, immunocytochemical detection of
A, Rs was performed on the surface of nonpermeabilized cells
treated with Cl¢-cAMP or PMA. Both compounds induced
cell surface clustering of A,Rs (Fig. 1, ¢ and d). In experi-
ments using fluorescein-conjugated PC21 antibody, receptor
internalization induced by the PKA or PKC activators was
detected (Fig. 3, e-h).

Desensitization and down-regulation of A;Rs. The
thermodynamic characteristics were examined of functional
A;Rs present on the cell surface after agonist or antagonist
pretreatment. Analysis of the equilibrium binding of [*H](R)-
PIA to untreated DDT,MF-2 cells is consistent with one low
affinity state for the receptor (Table 1). It has been suggested
that the absence of high affinity sites in intact cells is due to

Fig. 2. Expression of A;Rs in CACQ, Jurkat, and CHO cells. Cells, growing onto glass coverslips (a, CACO-2) or in suspension (b, Jurkat; ¢, CHO)
were washed twice in PBS, fixed (4% paraformaldehyde) for 15 min, and washed in PBS/20 mm glycine. The immunofluorescence staining was
performed as indicated in Experimental Procedures using a fluorescein-conjugated rabbit anti-A;R (PC21 antibody; 100 ug/ml), and fluorescence
on the cell surface was observed with confocal microscopy. Representative images corresponding to a horizontal section at the middle of the cell

are shown. Scale bar on bottom left, 10 pm.
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Fig. 3. Intemalization of cell surface A,Rs induced by (R)-PIA, PMA, or
Cld-cAMP. Cells were grown in DMEM containing a fluorescein-con-
jugated rabbit anti-A,R (PC21 antibody; 5 pg/ml) in the absence (a and
b) or presence of 50 nm (A)-PIA (c and d), 10 nm PMA (e and f), or 50 um
Cl¢-cAMP (g and h) for 12 (a, c, e, and g) or 24 (b, d, f, and h) hr. After
treatment, cells were fixed, mounted in immunofluorescence medium, and
observed with confocal microscopy. Images conaspond to a horizontal
section at the middle of the cell. Scale bars on bottom right, 10 pm.

a high cellular concentration of GTP, which uncouples recep-
tor from G proteins (4). After a 48-hr exposure to 50 nM
(R)-PIA or 50 nM DPCPX, the equilibrium constant for
[*HI(R)-PIA binding did not change (Table 1). On the other
hand, maximum binding decreased in (R)-PIA-treated cells,
whereas it increased in DPCPX-treated cells (Table 1).

To analyze the receptor distribution in cells treated with
agonists or antagonists, a set of binding experiments with
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Fig. 4. Increase in basal phosphorylation of A,Rs induced by ligand or
activators of protein kinases. **P-loaded cells were preincubated for 5
min, in the presence of 0.2 unit/ml adenosine deaminase, with vehicle
(Control), 50 nm (R)-PIA, 50 um Cid-cAMP, or 10 nm PMA. A,Rs were
immunoprecipitated and resolved by SDS-PAGE. Amow, electro-
phoretic band (36 kDa) comresponding to A,Rs. Receptor phosphory-
lation was quantitatively analyzed with a Computing Densitometer (Mo-
lecular Dynamics, Sunnyvale, CA) and expressed as percentage of the
basal level of receptor phosphoryiation seen in control cells. Data are
mean * standard error from three separate experiments. , p < 0.01;
#+ p < 0.005 compared with control.

radioligands and quantification of A,;Rs molecules by immu-
noblotting and flow cytometry using antibodies against A;Rs
were performed. Preincubation of DDT;MF-2 cells with 50
nM (R)-PIA resulted in a time-dependent reduction in
[®*H](R)-PIA-specific binding sites. The loss was already evi-
dent after 3 hr of preincubation but reached a maximum
(60%) at 48 and 72 hr (Fig. 6A). In contrast, chronic exposure
of the cells to the adenosine receptor antagonist DPCPX (50
nM) resulted in an increase in [*H](R)-PIA-specific binding
sites, which peaked (30%) at 24 hr and did not change during
the following 24 hr of treatment. Furthermore, the antago-
nist DPCPX (50 nM) counteracted the agonist-induced loss of
binding sites (Fig. 6A). To determine whether the variation of
[®*H](R)-PIA binding sites correlated with the presence of
receptor molecules at the plasma membrane, flow cytometry
experiments using the antibody PC21, directed against an
extracellular epitope of A;Rs, were performed in nonperme-
abilized cells pretreated with the agonist or antagonist. The
lack of label when using the PC11 antibody, which was raised
against an intracellular epitope of A,Rs, indicates that the
plasma membrane was intact; therefore, the label obtained
by using PC21 antibody is a direct measurement of the num-
ber of cell surface A;Rs (Fig. 6B). The 30% increase in
[*H](R)-PIA binding sites in cells pretreated for 48 hr with 50
nM DPCPX correlated with a similar increase in intensity of
fluorescence at the surface level (Fig. 6B, left). This is a
characteristic feature of antagonist-induced up-regulation of
A;Rs. On the other hand, the decrease in [*H](R)-PIA binding
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Fig. 5. Immunodetection of phospho-amino acids in A,Rs. Cells were
treated (10 min), in the presence of 0.2 unit/ml adenosine deaminase,
with vehicle (Control), 50 nM (R)-PIA, 50 um Clég-cAMP, or 10 nm PMA.
After cell lysis, A;Rs were immunoprecipitated and treated as de-
scribed in Experimental Procedures. Immunoblots were analyzed with
anti-phospho-tyrosine, anti-phospho-serine, and anti-phospho-threo-
nine. Arrow, electrophoretic band (36 kDa) corresponding to A,Rs. Top,
quantitative densitometric analysis of film from a representative exper-
iment performed in triplicate using a Computing Densitometer (Molec-
ular Dynamics). =, p < 0.02; ##, p < 0.01; #*s, p < 0.001 compared with
control.
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TABLE 1

Equilibrium dissociation constant and maximum binding of [°H]-
(R)-PIA to DDT,MF-2 cells after 48-hr exposure to (R)-PIA or
DPCPX

Cells were incubated with or without 50 nm(R)-PLA or 50 nm DPCPX for 48 hr
before [*H]-{R)-PIA binding assays. Binding experiments and analysis of binding
data were perdormed as described in Experimental Procedures. Data represent
mean = standard error of three separate experiments.

Pretreatment Ky B
nu pmol/mg of protein
None 71 0.17 = 0.01
(R)-PIA 81 0.09 = 0.01®
DPCPX Bx2 0.22 = 0.02¢

*p < 0.05, ®2p < 0.01 compared with untreated celis.

sites found in cells pretreated for 48 hr with 50 nM (R)-PIA
(50%) was higher than the decrease in fluorescence intensity
(30%, Fig. 6B, left). These results suggest that after (R)-PIA
treatment of the cells, 30% of the receptor molecules disap-
pear from the cell surface and the remaining 20% of cell
surface A,Rs molecules are unable to bind ligands.

To determine whether the (R)-PIA-induced disappearance
of A;Rs from the cell surface was due to a down-regulation of
the receptor, the total number of A,Rs moleculcs present in
DDT,MF-2 cells pretreated with 50 nM (R)-PIA or 50 nM
DPCPX was quantified by immunoblotting. After 48 hr of
agonist treatment, a 20% decrease in A, R label was observed,
whereas a 30% decrease was seen after 72 hr of treatment
(Fig. 7TA). The agonist-induced reduction in receptor mole-
cules detected by immunoblotting appeared later than the
reduction detected by [*HI(R)-PIA-specific binding assays.
The 20% down-regulation (reduction in the number of recep-
tor molecules per cell) of A;Rs after 48 hr of 50 nM (R)-PIA
treatment was confirmed by flow cytometry using permeab-

ilized cells and either of the two antibodies, PC21 and PC11,
which recognize an extracellular and an intracellular
epitope, respectively, of A;Rs (Fig. 7B). On the other hand,
pretreatment of cells with the antagonist had no effect on the
total number of A;Rs molecules detected by immunoblotting.

Functional consequences of desensitization. Experi-
ments of second messenger production were carried out to
analyze the effect of desensitization on signaling via A;Rs. In
DDT,MF-2 cells, (R)-PIA increased the level of [*Hlinositol
phosphates and mobilized intracellular calcium in a concen-
tration-dependent manner, with ECg, values of 8 + 2 and
11 * 2 nwM, respectively (Table 2). Chronic treatment (48 hr}
with 50 nm (R)-PIA reduced the agonist-induced [*H]inositol
phosphate accumulation and calcium peak by 35% without
changing the ECg, values (Table 2). On the other hand, no
significant changes were observed in agonist-induced second
messenger production after 50 nM DPCPX pretreatment of
cells (Table 2). These results indicate that the DPCPX-in-
duced appearance of A;Rs on the cell surface was not related
to potentiation of signal transduction events in response to a
saturating concentration of agonist.

The effect of activators of PKA or PKC in functional short
term desensitization of A,;Rs was analyzed at 5 min of pre-
incubation with Cl¢-cAMP or PMA. The results were com-
pared with those obtained after preincubation with 50 nmM
(R)-PIA. Treated cells were washed, and A,Rs were activated
using 50 nM (R)-PIA. In all cases, treated cells responded less
to the stimuli than did cells preincubated with buffer alone.
Quantitatively, the effect of pretreatment with either Cl¢-
cAMP or PMA was higher than the effect of 5-min pretreat-
ment with the agonist in both calcium mobilization and ino-
sitol phosphate accumulation (Fig. 8). These results indicate
that functional short term desensitization of A;Rs can be
mimicked by activation of serine/threonine kinases.

Discussion

In the study of G protein-coupled receptors, attenuation of
agonist binding and agonist-induced signaling is classically
observed after chronic agonist stimulation of the receptor
(30). This attenuation is known as desensitization and is
absolutely required to achieve the refractory period that fol-
lows long term exposure to an agonist. In addition to a rapid
functional uncoupling between binding and second messen-
ger generation, there is a slower event, which results in the
unavailability of binding sites caused by internalization or
sequestration of the receptor. DDT,MF-2 cells constitute a
natural cell model in which chronic activation of A;Rs with
agonist produces a decrease in total receptor number, which
is associated with a functional desensitization in terms of
A;R-mediated inhibition of adenylate cyclase activity (22). In
the current study, the redistribution of receptors between cell
surface and intracellular compartments was studied in ago-
nist-treated cells. The generation of antibodies against A Rs
able to detect receptor molecules by immunostaining made
this study possible. Using these antibodies in immunocyto-
chemical experiments analyzed by confocal microscopy and
flow cytometry, we show that chronic activation of A;Rs
induces a rapid receptor clustering on the DDT,MF-2 cell
surface that is followed by receptor internalization. The ag-
onist-induced internalization was detected by the presence of
small intracellular vesicles containing fluorescein-conju-
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Fig. 6. Ligand-induced modulation of the A,R cell
surface expression. A, Binding experiments with
cells preincubated with 50 nm (R)-PIA or 50 nm
DPCPX. The concentration of the ligand [PH](R)-PIA
was 5 nM. Data are mean * standard deviation of
four separate experiments performed in triplicate.
+, p < 0.05; *=*, p < 0.005 compared with binding at

A zero time. B, Flow fluorocytometry of surface A,Rs.
70 Untreated cells (control) or cells preincubated with
50 nm (R)-PIA, 50 nm DPCPX, 10 nm PMA, or 50 um

Cl¢-cAMP for 48 hr were washed, fixed, and ana-

lyzed as described in Experimental Procedures. As

a control, an irrelevant (/rrel.) rabbit IgG was used.
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0.01 compared with control. Right, intensity of A;R
fluorescence in nonpermeabilized cells (represen-
tative experiment).

gated anti-A;R antibody complexes. To determine whether
A;Rs sequestering into intracellular compartments led to
receptor degradation, immunoblotting assays were used to
quantify the total content of the receptor in DDT,MF-2 cells
treated or not treated with (R)-PIA. Results (Fig. 7) indicate
that there is an agonist-induced loss in the total content of
A,Rs (down-regulation), which is slower than the agonist-
induced internalization. These findings agree with the hy-
pothesis that some of the internalized G protein-coupled re-
ceptors are targeted for degradation, whereas others are
recycled back to the cell surface (29). As occurs with 5-
hydroxytryptamine,, receptors, which in response to the ag-
onist are internalized via the endosome pathway (16), (R)-
PIA-induced internalization of A,Rs is prevented by the
antagonist (Fig. 6A) and does not occur at 4° (not shown).
The disappearance of binding sites from the cell surface at
48 hr of agonist treatment was only partly due to receptor
internalization. In fact, the reduction of [*H](R)-PIA binding
sites was higher than the decrease in fluorescence intensity
due to cell surface receptors detected by flow cytometry.
Because this discrepancy is not due to changes in the K,
value for (R)-PIA binding before and after the chronic acti-

vation of A,Rs (Table 1), these results indicate the presence
of cell surface receptors in a state of unresponsiveness [i.e.,
receptor molecules that do not bind (R)-PIA and are not
coupled to the signal transduction machinery]. The presence
of these desensitized cell surface receptors is predicted by the
cluster-arranged cooperative model, which accounts for the
kinetic of binding to A;Rs (31). The model consists of two
different conformations of the receptor in an equilibrium that
depends on the ligand concentration. According to this model
of negative cooperativity, high concentrations of agonists
would lead to undetectable binding sites due to a very low
affinity of some of the receptor molecules for the ligand (31).

The results presented here also show that incubation of
DDT,MF-2 cells with the A;R agonist (R)-PIA induced a
rapid increase in receptor phosphorylation, which correlated
with the ligand-induced clustering of the receptor at the
surface of DDT,MF-2 cells (Figs. 1b, 3, and 4). Functional
uncoupling of G protein-coupled receptors often seems to be
triggered by phosphorylation (see Ref. 5 for a review). There
are, however, exceptions, such as secretin receptors, whose
major mechanism of desensitization consists of phosphoryla-
tion-independent receptor internalization (32). Interestingly,
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Fig. 7. Down-regulation of
ARs in DDT,MF-2 cells. A,

125 Cells were grown in the ab-

E sence or presence of 50 nm (R)-

5 PIA or 50 nm DPCPX for the in-

iG] dicated time. Cells were then

e washed twice in cold PBS be-

L fore disruption by treatment
23 754 with SDS-PAGE sample buffer.
ES Equal amounts of protein (20 ug

25 of protein) were applied to each

T 50- lane and electrophoresed in

6% SDS-containing buffer. Immu-
Q. noblotting was performed using
.g"" 254 PC11 antibody as described in

B Experimental Procedures. Ar-

o row, electrophoretic band (36

t kDa) comesponding to the

" Or: ; A,Rs. The amount of receptor

; was quantitatively analyzed

v | with a Computing Densitometer
Pm’:ﬂ:‘gﬁ) (Molecular Dynamics) and ex-
R-PIA (50 nM) pressed as percentage of the
DPCPX (50 nM) [ - = ¥ + amount found in control cells.

Data are mean * standard de-
viation from three separate ex-
periments. », p < 0.05 com-
pared with control. B, Flow
fluorocytometry of total A(Rs in
permeabilized cells. Untreated
cells (control) or cells preincu-
bated with 50 nm (R)-PIA or 50
nv DPCPX for 48 hr were

z Antibody| Washed, fixed, permeabilized,
i and analyzed by flow cytometry
g lasf pC21 as described in Experimental
i = ___A,_ Procedures. As a control, an ir-
"% 100t 5 - Sl T relevant rabbit IgG was used.
& A % i v Left, mean fluorescein fluores-
6 5 : - o ' cence from 5000 cells was
oY 75r : V - / X PCl1 measured, and the mean =
0% / : / : / J\ standard deviation value of trip-
S .. sob / ; / / ; licate determinations was pre-
23 / Sa 2 sented as percentage of control
- / _ / / i |a : cells. *, p < 0.05 compared
c ot /: / / 5 with control. Right, intensity of
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= A : A : % o I LA—-——— Ireelevant ized cells (representative exper-
Antibody PCl1 PC21 PClI PC21 pcit | pPc2l O ¢ Y " : iment).
Pretreatment|  Control R-PIA (50 nM) |OPCPX (50 nM)| Fluorescence Intensity

TABLE 2

Agonist-induced [PH]inositol phosphate accumulation and
calcium mobilization in cells pretreated with (R)-PIA or DPCPX
(A)-PlA-induced [HJinositol phosphate and intracellular calcium accumulation in
cells incubated with or without 50 nm (R)-PIA or 50 nm DPCPX (48 hr) was
determined as described in Experimental Procedures. Values are mean = stan-
dard error from three separate experiments.

[PH]Inositol phosphate accumulation

Calcium peak induction

Pretreatment
n % of Control nw % of Gontrol
None B2 100+9 1122 100x6
(R)-PIA 102 70 = 102 19=7 65 = 3°
DPCPX 71 110=7 156 101 %2

*p < 0.05, ® p < 0.02 compared with untreated cells.

substitution by alanine of candidate residues for phosphory-
lation of a,,-adrenergic receptors by p-adrenergic receptor
kinase abolished the effect of epinephrine on adenylate cy-

clase activity without affecting internalization (33). In the
case of A Rs, it is likely that phosphorylation (in serine/
threonine and/or tyrosine) is related to short term clustering
and desensitization and/or to internalization. This hypothe-
sis is deduced from the fact that activators of PKA or PKC
mimicked the effect of the chronic activation of A;Rs in
clustering, functional desensitization, and sequestration of
the receptors in intracellular vesicles (Figs. 1, 3, and 8).
Despite a similar effect in internalization, the activators of
PKA and PKC led to a more extensive desensitization than
the A;R agonist. This may be due to the need of phosphory-
lation in threonine for an efficient short term desensitization.
In fact, (R)-PIA does not lead to significant levels of phospho-
threonine-containing A;Rs (Fig. 5). Potential phosphoryla-
tion sites for PKC and PKA are found in the third intracel-
lular loop of the receptor (28); a single consensus sequence for
PKA phosphorylation is also present in the second intracel-
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Fig. 8. Agonist-induced [*HJinositol phosphate accumulation and cal-
cium mobilization in cells pretreated with (R)-PIA, Cl¢-cAMP, or PMA.
For intracellular calcium measurement, cells loaded with 5 um Fura-2
AM for 30 min at 37°, washed, and resuspended in HBSS for 30 min
were preincubated (5 min at 37°) with 50 nM (R)-PIA, 50 um Cld-cAMP,
or 10 nM PMA. Cells, extensively washed, were resuspended in HBSS
containing 0.2 unit/ml ADA, and calcium peak induction was achieved
by the addition of 50 nM (R)-PIA. For the phosphoinositide assay, cells
(0.5-1 x 105/ml) were grown (40-48 hr) in inositol-free medium con-
taining myo-LHinositol (5 wCl/ml). Cells were then incubated with 50
nM (R)-PIA, 50 um Clg-cAMP, or 10 nm PMA for 5 min at 37°; washed
twice in prewarmed (37°) PBS containing 0.5 mm MgCl,, 0.9 mm CaCl,;
and incubated (10 min) with 10 mm LiCl containing 0.2 unit/ml ADA. The
phosphoinositide production was initiated by the addition of pre-
warmed PBS containing (A)-PIA (50 nm final concentration), 10 mm LiCl,
and 0.2 unit/ml ADA. After 30 min, the assay was ended by perchloric
acid protein precipitation (30 min on ice), and total inositol phosphates
were determined as described in Experimental Procedures. Decreases
 second production were expressed as percentages re-
anect to a control of (A)-PlA-induced second messenger production
ed in cells preincubated with medium alone [i.e., in the absence
f (R)-PIA, Ci¢g-cAMP, or PMA]; cells for these control assays were
subjected to a similar treatment (washes and resuspensions) as cells
Incubated in the presence of (R)-PIA, Cl¢-cAMP, or PMA. Data are
mean * standard deviation of three separate experiments performed in
triplicate. +, p < 0.05; »+, p < 0.01.

lular loop (28). On the other hand, A;R is a putative sub-
strate for p-adrenergic receptor kinase (34) and, perhaps, for
other G protein-coupled receptor kinases.

The B,- and B;-adrenergic receptors desensitize faster than
Bs-adrenergic receptors. This different behavior has been
attributed to the susceptibility of the carboxyl-terminal re-
gion of these proteins to phosphorylation by serine/threonine
kinases. Thus, Bs-adrenergic receptors do not contain serine
or threonine in their carboxyl-terminal end (35, 36). Simi-
larly, mutation of carboxyl-terminal threonine residues in
human m3 muscarinic receptor modulates the extent of se-
questration and desensitization (13). Interestingly, the ab-
sence from A;Rs of serine and threonine residues near the
carboxyl terminus, which are present in several G protein-
coupled receptors, does not prevent a rapid ligand-induced
desensitization. However, the lack of serine/threonine resi-
dues in the carboxyl-terminal cytoplasmic tail would be re-
lated to the slow internalization of A;Rs after cell exposure to
(R)-PIA or activators of PKA or PKC. In fact, the major
difference between A,Rs and other G protein-coupled recep-
tors is the slow kinetics of agonist-induced internalization
(sequestration). For most receptors, this is rapid, usually

A, Adenosine Receptor Phosphorylation and Desensitization 9

maximal at 30 min, whereas for A;Rs, maximal internaliza-
tion occurs between 12 and 48 hr after agonist treatment. We
have evidence that internalization of A;Rs in DDT;MF-2
cells does not take place by means of clathrin-coated vesicles
but may be mediated by other components of the endosomal
pathway.?

Agonist-stimulated phosphorylation of adenosine receptors
in tyrosine has not been reported previously. To our knowl-
edge, there is only one other member of the family of G
protein-coupled receptors, the type 1 angiotensin II receptor,
whose basal level of tyrosine phosphorylation is enhanced by
the agonist (37). Although it cannot be ruled out that tyrosine
phosphorylation is involved in short term desensitization,
the fact that serine/threonine kinases mimic the ligand-in-
duced clustering and functional degensitization of the recep-
tor makes the involvement of tyrosine phosphorylation in
these events unlikely, Mechanistically, activation of a protein
tyrosine kinase by ligands of G protein-coupled receptors
might be mediated by the By subunits of G proteins (38). This
is a novel mechanism by which signal transduction via G
protein-coupled receptors can be linked to mitogen-activated
protein kinase activation (38, 39). Classic pathways of mito-
gen-activated protein kinase activation require interaction of
SH2-containing proteins with phospho-tyrosine residues
present in receptors with tyrosine kinase activity or in recep-
tors associated with Src-related tyrosine kinases. By analogy,
the physiological role of tyrosine phosphorylation of A,Rs
might be related to signaling via SH2-containing proteins.
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Adenosine Deaminase and A; Adenosine Receptors are Internalized

Together Following Agonist-Induced Receptor Desensitization

Carlos Saura, Josefa Mallol, Enric I. Canela, Carmen Lluis and Rafael Franco.

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular.Facultat de Quimica. Univ. Barcelona. Barcelona.Catalunya. Spain.

SUMMARY

A, adenosine receptors (A ;Rs) and adenosine deaminase (ADA; EC 3.5.4.4) interact on the cell surface of DDT,MF-2
smooth muscle cells. The interaction facilitates ligand binding and signaling via AR but it is not known whether it has
a role in homologous desensitization of A;Rs. Here we show that chronic exposure of DDT;MF-2 cells to the AR
agonist, R-PIA, caused a rapid aggregation or clustering of A, receptor molecules on the cell membrane which was
enhaced by pretreatment with ADA. Colocalization between AR and ADA occurred in the R-PIA-induced clusters.
Interestingly, colocalization between AR and ADA also occurred in intracellular vesicles after internalization of both
protein molecules in response to R-PIA. Agonist-induced aggregation of A;Rs was mediated by phosphorylation of
ARs which was enhanced and accelerated in the presence of ADA. Ligand-induced second-messenger desensitization
of A Rs was also accelerated in the presence of exogenous ADA and it correlated well with receptor phosphorylation.
However, despite phosphorylation of AR returned to its basal state within minutes, desensitization continued for hours.
The loss of cell surface binding sites (sequestration) induced by the agonist was time-dependent (t,,= 10 + 1 h) and was
accelerated by ADA. All these results strongly suggest that ADA plays a key role in the regulation of A;Rs by
accelerating ligand-induced desensitization and internalization and provides evidence that the two cell surface proteins

are internalized by the same endocytic pathway.

Adenosine is an autocoid that exerts its physiological
actions through specific cell surface receptors. Four
adenosine receptors (A, A;a, Ajp and A;), belonging to
the family of G protein-coupled receptors, have been
cloned and pharmacologically characterized (1). Acting
through different adenosine receptors, adenosine is a
neuromodulator in both the central and peripheral
nervous system (2,3). Via A; adenosine receptors
(ARs), adenosine reduces heart rate (4), glomerular
filtration rate and renin release in the kidney (5), it
induces bronchoconstriction (6,7) and inhibits lipolysis.
ARs can be coupled to different pertussis toxin-
sensitive G proteins (8,9,10), which mediate inhibition
of adenylyl cyclase (11) and regulate Ca’* and K'-
channels and inositol phosphate metabolism (1). AR
displays two different affinities for agonist, which have
been classically attributed to a different coupling to
heterotrimeric G proteins (12). In this two-independent
sitt model, coupled receptor-G protein complexes
display high affinity for agonists (K4=0.1-0.2 nM) and

uncoupled receptors display low affinity (1-2nM)
(12,13). The
cooperative model predicts that the high- and low-

recently reported cluster-arranged
affinity sites are a consequence of the negative
cooperativity of agonist binding and seems not be related
to the content of free and G protein-coupled receptors
(14). According to the cluster arranged cooperative
model, the agonist-induced conversion of the high to the
low-affinity state may partially explain the ligand-
induced desensitization of AR (14,15).

Receptors belonging to the G protein-coupled
receptor (GPCR) family are desensitized and down-
regulated in response to agonist stimulation. pB,-
adrenergic receptors (B,ARs) constitute the best
characterized system within the GPCR family. Agonist-

induced P,AR desensitization is caused by a

The abbreviations used are: A|R, A, adenosine receptor; ADA,
adenosine deaminase; R-PIA, R-phenylisopropyladenosine; DPCPX,
1, 3-dipropyl-8-cyclopentylxantine ; FITC, fluorescein isothiocyanate;
TRITC, rhodamine isothiocyanate.
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conformational change of the agonist-occupied receptor
that facilitates receptor phosphorylation by second
messenger-activated kinases (i.e. PKA) or G-protein
coupled receptor kinases (GRKs) (16,17). Following

B,AR phosphorylation, p-arrestin binds to the
phosphorylated receptor and uncouples the receptor
from the heterotrimeric G proteins (18,19). B-arrestin not
only desensitizes the receptor but also functions as
clathrin adaptador mediating receptor sequestration, i.e
receptor  internalization  towards intracellular
compartments (20,21). Although sequestration is not
required for phosphorylation and desensitization, it
appears to be necessary for dephosphorylation and
resensitization of 3,ARs (22,23).

Like other GPCR members, AR expression is
regulated in response to agonist or antagonist
stimulation. Desensitization of AR has been described
in intact animals and in cell cultures. Prolonged
administration of A,R agonists to animals cause
functional desensitization of AR in guinea pig heart
(24), rat adipocytes (25), rat atrial muscle (26) and rat
brain (27,28). The reduced functional response is due to
a net loss of A;Rs or down-regulation, a decrease in the
proportion of AR displaying the high-affinity state for
agonists and a decrease in the content of G; proteins.
Growth of rat adipocytes or smooth-muscle DDT,MF-2
cells in the presence of R-PIA leads to the
desensitization and down-regulation of A;R (29) along
with G; a-subunits (30,31). We have recently shown that
treatment of DDT MF-2 cells with the agonist R-PIA
induces a rapid phosphorylation and clustering of ARs.
The loss of binding sites on the cell membrane due to
internalization of A R is a slower event occurring within
hours. Since activators of protein kinase A or C
mimicked the of the Ser/Thr

phosphorylation seems to be related to short-term

effect ligand,

clustering and desensitization as well as to long-term

internalization of AR (32).

A new perspective about the coupling of A|R to G
proteins has been recently given. Ecto-adenosine
deaminase (ecto-ADA; EC 3.5.4.4), enzyme capable of
degradating adenosine to inosine on the cell surface (33,
for review), was shown to modulate ligand binding and
signaling through A|Rs on DDT,MF-2 cells (34). In a
catalytically-independent fashion ADA seems to be
necessary for a high-affinity binding of adenosine to
AR (35).

In this work, the effect of ADA in the ligand-
mediated regulation of AR in DDT,MF-2 cells has been
studied. ADA affected both desensitization and
internalization of A;Rs. Moreover, by means of
immunocytochemistry, confocal microscopy and flow
cytometry using antibodies against A|R and ADA, we
found that A|R and ADA colocalize and, after receptor
activation, they cluster on the cell surface and internalize
into the cells using the same endocytic pathway. All
these results evidence a concerted modulation of ADA
and AR in response to receptor agonists.

EXPERIMENTAL METHODS

Materials, [Adenine-Z,S-’H,ethyl-z-J}{]phcnyl-isopropyl
adenosine ([JH]R-PIA) (36Ci/mmol), was obtained from
Amersham (Nuclear Madrid,
[“P]onhophosphatc (nPi) was from New England Nuclear
Research Products (Boston, MA; USA). Nﬁ-(R)-(phenyl
(R-PIA),
chymostatin, antipain, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),

Iberica, Spain).

isopropyl)adenosine pepstatin, leupeptin,
Fura 2-AM, fluorescein and rhodamine isothiocyanate and calf
adenosine deaminase (ADA) were purchased from Sigma
Chemical Co. (St.Louis, MO, USA). ADA was desalted with a
Sephadex G-25 column (Pharmacia) prior to all assays.
Electrophoresis reagents were obtained from Boehringer
Manheim (Barcelona, Spain). Sephadex G-25 and protein A
Sepharose CL4B was from Pharmacia LKB Biotechnology
(Uppsala,Sweden). All other products were obtained from
Merck (Darmstadt, Germany).

Antibodies and fluorescent probes. Antisera against

purified calf ADA and against peptides of A, adenosine
receptor (PC10 and PC20) were generated by immunization of
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female New Zealand White rabbits by Bio-Kit Company
(Barcelona, Spain). Antibodies against A;Rs (PC11 and PC21)
were purified from serum obtained by affinity, using the
respective specific peptide coupled to thiol-Sepharose 4B
(Pharmacia). Anti-ADA antibody was purified using ADA
coupled to cianogen bromide activated Sepharose (Pharmacia).
The specificity of antibodies for their respective antigens and
an extensive characterization of anti-ADA and anti-A|R
antibodies (PCI1 and PC21) has been previously reported
(36,37). PC11 and PC21 antibodies do not recognize ADA
from DDTMF-2 cell
immunoprecipitation or
and PCl1
immunocytochemicaly specific for cells expressing A,Rs (32).

Cell cultures and protein determination. DDT,MF-2
smooth muscle cells derived from a steroid-induced

extracts by immunoblotting,
immunocytochemistry (34). PC21

AR antibodies were shown to be

leiomyosarcome of Syriam hamster vas deferens were obtained
from the American Type Culture Collection. Cells were
cultured (37 °C, 5% CO,) in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Whittaker, Walkersville, NY, USA), 1%
nonessential amino acids, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium
pyruvate, 5% (v/v) horse serum and 5% (v/v) fetal calf serum
(GIBCO, Grand Island, NY, USA). Desensitization and
sequestration assays were performed with cells growing in the
absence or in the presence of 0.5 U/ml ADA and/or 50 nM R-
PIA. At the indicated incubation times, cells were harvested
and exhaustively washed in cold phosphate-buffered saline
(PBS) before binding, immunocytochemistry and intracellular
calcium mobilization assays.

Protein content was measured by the bicinchroninic acid
method, BCA (Pierce), as described by Sorensen and Brodbeck
(38).

Radioligand binding assays.
untreated or treated DDT,MF-2 cells (Img/ml) were
resuspended in serum-free DMEM buffered with 20 mM
HEPES, pH 7.4, and preincubated with 0.5 U/ml ADA for 30
min at 4°C. Radioligand binding was performed in the
presence of 5 nM of ["H]R-PIA for 4h at 4°C. Nonspecific
binding was performed in the presence of 400-fold excess of
R-PIA. Nonspecific binding with 500-fold excess of the
selective AR antagonist DPCPX resulted in
displacement of [’H] R-PIA binding. After achieving the
equilibrium, incubates were filtered through glass fiber filters

For binding assays,

similar

(Watman GF/C filters) in a Brandel cell harvester (Biomedical
Research and Development Laboratories Inc, MD, USA).
Filters were washed with 5 ml of ice-cold PBS and they were
transferred to scintillation vials containing 10 ml of
scintillation solution EcoscintH (National Diagnostics, Atlanta,
Georgia). After shaking overnight, vials were counted using a
Packard 1600 TRI-CARB scintillation counter with 50%
efficiency. All points represent the mean of 3-5 independent
experiments performed in triplicates.

Phosphorylation assays.
induced by 0.5 U/ml ADA and/or 50 nM R-PIA treatment after
radiolabeling the cellular ATP pool with [**PJorthophosphate.
Briefly, DDT,MF-2 cells washed twice and resuspended in
phosphate-free DMEM (buffered with 20 mM HEPES, pH 7.4)
were incubated (10° cells/ml, 37°C, 2 h) with 0.1 mCi/ml
[**Plorthophosphate. Loaded cells were resuspended (1x 10°
cells/ml) in serum-free DMEM and incubated with the
indicated reagents at 37°C. After the corresponding incubation

AR phosphorylation was

times, cells were centrifugated (10 sec, 14000 rpm) in a
microcentrifuge and washed twice in Iml of ice-cold PBS
before disruption and solubilization (Ih at 4°C) in 0.5 ml of
lysis buffer (20 mM HEPES pH 7.4, 1 % (v/v) Nonidet P-40,
100 mM NaCl, 1 mM Na; VO,, 50 mM NaF, 1 mM PMSF, 10
pg/ml leupeptin, pepstatin, chymostatin and antipain). The
solubilized preparation (0.2 mg/mi) was immediately
processed for immunoprecipitation with the anti-A,R antibody
(PC11l, 50 pg/ml) and protein A Sepharose beads.
Immunoprecipitated material was washed four times with lysis
buffer (1 x 1% , 2 x 0.1% and 1 x 0% NP-40) before
resuspension in 50 pl SDS sample buffer. SDS-polyacrylamide
(PAGE) and autoradiography was
performed as described elsewhere (37). Phosphorylated bands

gel electrophoresis

were quantified with a Computing Densitometer (Molecular
Dynamics).

Immunostainig and immunofluorescence assays. For
immunofluorescence staining, treated and untreated cells were
washed in PBS and fixed in 4% paraformaldehyde in PBS, pH
7.4, for 15 min at room temperature. After two washes in PBS
containing 20 mM glycine (buffer A) and in buffer A
containing 1% BSA (buffer B), cells were incubated with the
rhodamine-conjugated anti-A ;R antibody (PC21-TRITC, 75
pg/ml) and the fluorescein-conjugated anti-ADA antibody
(anti-ADA-FITC, 75 pg/ml) or, alternatively, with the
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fluorescein-conjugated anti-A,R antibody (PC21-FITC, 75
pug/ml) for lh at 37°C. Three washes in buffer B were
performed
immunofluorescence medium (ICN Biomedical Inc., Costa

Mesa, CA, USA).

before mounting the samples using

Internalization was analyzed by immunocytochemistry and
confocal microscopy. To follow dynamic internalization,
unfixed cells growing on glass coverlips were incubated (37°C,
20 min) with PC21-TRITC (10 pg/ml) and/or ADA-FITC (0.5
U/ml) alone and then treated with 50 nM R-PIA at 37 °C for
24-72 h. Cells were washed twice with PBS, fixed in 4%
paraformaldehyde in PBS for 15 min and washed twice again
in PBS 20mM Glycine. Glass coverslips were mounted as
described above. Cells were examined with a LEICA TCS
4Dconfocal scanning laser microscope adapted to an inverted
Leitz DMIRBE microscope (Leica Lasertechnik GmbH,
Heidelberg). Images shown are representative of at least three
experiments .

Internalization measurements for cell surface ADA (ecto-
ADA) were performed by immunostaining and flow cytometry
analysis. Cells were grown in complete medium in the absence
or the presence of 50 nM R-PIA for 0-48 h. Cells were
harvested, rinsed in PBS and then fixed using 4%
paraformaldehyde in PBS for 15 min at room temperature.
Cells were washed in buffer A and buffer B for 20 min before
staining with anti-ADA-FITC (75 pg/ml). Three washes in
buffer B were performed before analysing fluorescence
intensity from 5000-10000 cells on an EPICS Profile flow
cytometer (Coulter, Hieleah, FL). Similar assays were
performed for cells incubated (30 min-48 h at 37°C) with 0.5
U/ml fluorescein-conjugated ADA (ADA-FITC) in the absence
or presence of 50 nM R-PIA. In order to remove as much as
possible of the cell surface-bound ADA, cells were washed
once in PBS and once in PBS/HC], pH 2, for 15 min according
to the method of Yang et al. (39). Cells were fixed and
processed for flow cytometry analysis as described above. For
establishing comparisons in internalization studies the mean of
fluorescence intensity taken as reference was that found in
cells incubated with 0.5 U/ml ADA-FITC for 15 min at 37°C.
This fluorescence intensity was similar to that found in cells
incubated with 0.5 U/ml ADA-FITC at 4°C for 2 h, which it

was considered as the background signal. Increases over this

fluorescence would reflect internalization of ADA-FITC.

Measurement of intracellular free calcium.Cells were
washed and resuspended (5 x 10° cells/ml) in Hank's balanced
salt solution (HBSS, 1.2 mM CaCl, supplemented with 20 mM
HEPES, pH 7.4) and loaded with 5 uM Fura 2-AM for 30 min
at 25°C. Cells were washed twice and resuspended in HBSS
buffer (1x10° cells/ml) for 20 min at room temperature. Cells
were placed in a cuvette (10° cells/2 ml of HBSS, 0.2 U/ml
ADA) and calcium peak induction was achieved by treatment
with 50 nM R-PIA at 30 °C. For short-term desensitization
assays (1-15 min) cells were loaded and washed before
resuspension in pre-warmed (37°C) serum-free DMEM (1x10°
cells/ml) and incubated with the indicated reagents. Cells were
washed three times with HBBS buffer to remove reagents
before resuspension in the same buffer and R-PIA induction of
calcium mobilization as indicated above. After these three
washes [Ca®"] baseline levels were similar irrespective of the
type of pretreatment. Therefore differences in calcium
mobilization were not consequence of different calcium
baseline levels in response to pretreatments. For long-term
desensitization (12, 24 and 48 h) incubations were performed
before loading with Fura 2-AM. Calcium concentration was
determined in a dual-wavelength Shimadzu RF-5000
spectrofluorophotometer by using the ratio of excitation
wavelenghs 334/366 nm with emission cut off at 500 nm. Free
calcium concentration was calculatéd as previously described
(40).

Statistical analysis. Time course curves were fitted to a
single-phase exponential decay equation, in the case of ["H]JR-
PIA binding. Statistical comparisons were made using the two-
tailed Student’s ¢ test. Differences were considered statistically
significant when p < 0.05.

RESULTS
Effect of ADA on cell surface distribution of A,Rs in
the absence and in the presence of agonist.
A, adenosine receptor (A;R) distribution on the surface
of DDTMF-2 cells was examined by
immunocytochemistry and confocal analysis. Untreated

and R-PIA-treated cells were fixed, incubated with the
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fluorescein-conjugated rabbit anti-A R antibody (PC21-
FITC) and analyzed by confocal microscopy. The PC21
antibody is directed against the second extracellular loop
of AR and its specificity for cell-surface expressed AR
has been previously demonstrated (Ciruela et al., 1997).
Receptor distribution in untreated cells revealed
homogenous bright staining on the cell surface of
DDT,MF-2 cells (Figure la). No major differences in
receptor distribution was observed in presence of
exogenous ADA (0.5 U/ml) for 15 min (Figure 1b). 5
min exposure of cells to the A;R agonist R-PIA (50 nM)
induced the appearance of bright accumulations of
antigen on the plasma membrane suggesting aggregation
or clustering of receptor molecules (Figure Ic).
Clustering of A;Rs was more evident after 15 min of R-
PIA exposure when brighter clusters were found
(compare Figures Ic and le). Incubation of DDT,MF-2
cells with ADA and R-PIA changed dramatically the
pattern of cell surface AR distribution. In the presence
of ADA, clusters of AR were already evident at 2 min
and the label was found as intense bright punctate
accumulations at 5 or 15 min of R-PIA treatment (Figure
1d, f). This clearly shows the involvement of ecto-ADA
on regulating the R-PIA-induced aggregation of cell
surface A;R molecules. All images shown in Figure 1
represent reconstructions of multiple sections at different
levels. When middle sections were analyzed only the cell
surface staining was observed, thus ruling out
intracellular staining (data not shown, see ref. 32).

To analyze the codistribution between AR and
ADA on the plasma membrane of DDT,MF-2 cells,
ADA-treated cells were incubated with or without 50
nM R-PIA for 15 min. Cells were fixed, washed and
stained by double immunofluorescence using the
fluorescein-conjugated anti-ADA antibody (anti-ADA-
FITC) and the rhodamine-conjugated anti-A R antibody
(PC21-TRITC). An homogenous distribution of ADA

(Figure 2a) and A R (Figure 2b) on the cell surface was

observed in untreated cells. Superimposition of images
by confocal analysis showed a large colocalization
(yellow color) of both proteins on the plasma membrane

(Figure 2c).

FIG. 1.

Cell surface AR redistribution in response to
adenosine deaminase and/or R-PIA. DDT ,MF-2 cells were
untreated (a) or treated with 0.5 U/ml ADA (b), 50 nM R-PIA
(c.e) or 0.5 U/ml ADA plus 50 nM R-PIA (d,f) for 5 (c.d) or
15 min (ab,e,f) at 37 °C. Cells were fixed, processed by
immunofluorescence staining with the use of a fluorescein-
conjugated anti-A|R antibody (PC21-FITC, 75 pg/ml) and

observed by confocal microscopy. The images shown
correspond to reconstructions of several horizontal sections of
representative cells.Scale bar: 10 pm.
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FIG. 2. Colocalization between A|R and ADA on the cell surface. Cells were treated with 0.5 U/ml ADA in the absence (a,b,c) or
presence (d,e,f) of 50 nM R-PIA for 15 min at 37 °C. After treatment, cells were washed, fixed and processed for immunostaining as
described under “Experimental Procedures”. Immunocytochemistry staining was performed with the fluorescein-conjugated anti-
ADA antibody (anti-ADA-FITC, 75 pg/ml) and the rhodamine-conjugated anti-A,R antibody (PC21-TRITC, 75 pg/ml). Cells were
analyzed by double immunofluorescence with a confocal microscope to detect ADA (green images; a,d) and AR (red images; b,e).
Superimposition of images gives in yellow color (c,f) the colocalization of ADA and A,R. Scale bar: 10 um.

FIG. 8. Colocalization of internalized ADA and AR in the absence or presence of R-PIA. DDT,MF-2 cells were grown in
DMEM-containing fluorescein-conjugated ADA (ADA-FITC, 0.5 U/ml) and rhodamine-conjugated anti-A;R antibody (PC21-
TRITC, 10 pg/ml) in the absence (a,b,c) or in the presence of 50 nM R-PIA (d,e.f) for 24 h. After pretreatment, cells were fixed,
washed and analyzed by double immunofluorescence with a confocal microscope to detect ADA (green images, a,d) and AR (red
images, b,e). Superimposition of images (c,f) gives in yellow the intracellular colocalization of ADA and A,R. Scale bar: 10pum.
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When cells were treated (15 min) with R-PIA a
redistribution of ADA and A,Rs, which is consistent
with clustering, was observed. R-PIA induced
aggregation of both proteins in clusters seen as punctate
accumulations of fluorescence (Figure 2d, e) and where
colocalization between AR and ecto-ADA was very
high (Figure 2f).

ADA affects ligand-induced phosphorylation of A,Rs.
In a previous work, we have shown that ligand-induced
phosphorylation of AR correlates with the clustering of
receptors on DDT;MF-2 cell surface (32). To determine
whether the potentiation of the clustering by ADA could
involve changes in the receptor phosphorylation, we
immunoprecipitated  the from  cells
labeled  with [3ZP]-orr.hophosphate.
Exogenous ADA by itself modified only slightly the

AR phosphorylation. R-PIA (50 nM) induced, in the

receptor

metabolically

absence of ADA, a time-course increase of AR
phosphorylation from basal levels to a 2.1-fold increase
at 15 min. Interestingly, in the presence of exogenous
ADA (0.5 U/ml) R-PIA induced a rapid increase in A|R
phosphorylation with a maximum rise (3-fold increase)

after 1 min; thereafter (5 and 15 min) the level of

phosphorylation declined (Figure 3). In the presence of
ADA receptor phosphorylation diminished to basal level
after 15-30 min, whereas for cells treated with R-PIA in
the absence of the enzyme the return to basal levels of
phosphorylation was slower.

Agonist-induced desensitization of A;Rs in the presence
of ADA. Activation of A,Rs with adenosine or analogues
leads to both Ins(1,4,5)P; formation and intracellular
calcium mobilization in DDT,MF-2 cells (41,42). To
correlate  changes in  agonist-induced AR
phosphorylation with possible changes in second-
messenger production, we analyzed the effect of ADA
and/or R-PIA on agonist-induced mobilization of
intracellular calcium. Cells were exposed to vehicle
(control) or to 0.5 U/ml ADA and/or 50 nM R-PIA.
After exhaustive washes, calcium mobilization was
induced by 50 nM R-PIA. R-PIA lead to a transient Ca’"
peak in naive (vehicle-treated) cells (Figure 4a).
Desensitization of the [Ca’’] response in R-PIA- or R-
PIA/ADA-treated cells occurred rapidly (minutes) and
was sustained for at least 48 h (Figure 4b). R-PIA pre-

treatment reduced the maximum intracellular calcium

concentration by 2 %, 30 % and 44 % at 1, 5 and 15 min
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FIG. - Agonist-induced phosphorylation of AR in the absence or presence of ADA. DDT;MF-2 cells were metabolically labelled

with

Pi and stimulated by means of vehicle (control), 0.5 U/ml ADA and/or 50 nM R-PIA for 1 (white bars), 5 (grey bars) or 15

min (black bars) at 37 °C. A|R were immunoprecipitated and resolved by SDS-PAGE. Gels were autoradiographied and bands of
phosphorylated AR (36 kDa; representative experiment shown_ at the bottom) were quantitated with a Computing Densitometer.
Data are expressed in percentage respect to the basal level found in control cells. Data are mean SEM ot: four separate experiments
performed in duplicates. *p < 0.05 ; **p < 0.005 respect to the corresponding control at time 1, 5 or 15 min.
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FIG.4. Agonist-induced functional desensitization
of AR in the absence or presence of adenosine
deaminase. Panel A. Cells were loaded with Fura
2-AM (30 min, 25 °C), resuspended in serum-free
DMEM and preincubated with vehicle (control),
0.5 U/ml ADA, 50 nM R-PIA or 0.5 U/ml ADA
plus 50 nM R-PIA for 5 min at 37 °C. After
extensive washing, intracellular calcium
mobilization was achieved by 50 nM R-PIA as
described under “Experimental Procedures”.
Traces correspond to a representative experiment,
Panel B. Time course of functional desensitization,
measured as R-PIA-induced intracelular calcium

mobilization, after pretreatment of cells with ADA
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and/or R-PIA. Intracellular calcium mobilization
was achieved as described in A. For long term
desensitization (12, 24 and 48 h), cells were grown
in the presence of the reagents prior to the loading
with Fura2-AM (see “Experimental Procedures”).
Data are presented as percentage of the maximal
response obtained for control cells stimulated with
50 nM R-PIA. Data are expressed as mean + SEM
of three separate experiments. *p < 0.05; ** p <

0.01 ; *** p <0.005 respect to the untreated cells.

1 min Smn  15min 12h 24h

respectively. This effect was, however, potentiated in the
presence of ADA since the maximum desensitization (60
%) was achieved at 5 min and maintained for up to 48 h
(Figure 4a, b). No significant differences in maximum
effect were observed when R-PIA pretreatment was done
in the presence or in the absence of ADA (Figure 4b). It
should be noted that ADA-pretreatment in the absence of

R-PIA led to a significant and sustained desensitization
(25-45 % reduction of the response).

Loss of [ HJR-PIA binding sites.

Characterization of A|Rs by radioligand binding using
the agonist ["H]R-PIA indicated the presence of two
affinity states of the receptors (K= 0.8-2 nM and

Kiw= 10-100 nM ) in cell membrane preparations
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whereas in intact cells it was only possible to detect the
low affinity state (43). Ligand binding assays were
performed in intact cells preincubated with vehicle
(control), or with 50 nM R-PIA and/or 0.5 U/ml ADA.
Cells were extensively washed and assayed for ["H]R-
PIA binding at 4°C. The results obtained indicated a
time-dependent loss of binding sites on the cell
membrane of treated cells (Figure 5). The loss of binding
sites after incubation of cells with ADA in the absence
of R-PIA was small. In contrast, preincubation of cells
with 50 nM R-PIA with or without ADA resulted in a
time-dependent reduction of [’H]R-PIA binding sites.
The presence of ADA accelerated the reduction of
binding sites, from t;, =10 £ 1 h in the absence of ADA
to t;p= 2.9 £ 0.5 h in the presence of ADA. The
maximum loss of membrane binding sites (around 41 %)
induced by agonist was not modified by the presence of

ADA (Figure 5).
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FIG. 5. [’H]R-PIA binding to cells in response to ADA and/or
R-PIA treatment. Cells were incubated with vehicle (control),
0.5 U/ml ADA ( ), 50 nM R-PIA (O) or 0.5 U/ml ADA plus
50 nM R-PIA (@) for the indicated time at 37 °C. After
pretreatment, cells were washed and incubated for 4h at 4°C
with 5 nM "H]JR-PIA. Data are presented as percentage of the
specific binding respect to untreated cells. Data are mean +
SEM of five experiments pcrformu:\l in quadruplicates.
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FIG. 6. Cell surface expression of ecto-ADA in response to R-
PIA.Cells were untreated (control) or treated with 50 nM R-
PIA for 0-48 h at 37 °C. Afier the treatment, cells were washed
once in PBS, fixed using 4% paraformaldehide in PBS and
prepared for immunostaining with the fluorescein-conjugated
anti-ADA antibody (ADA-FITC, 75 pug/ml) as indicated under
“Experimental Procedures”. Fluorescence intensity was
quantified on a EPICS Profile flow cytometer. Data are
presented as percentage respect to untreated cells. Values
represent the mean * SEM from three separate experiments

performed in triplicates. *p< 0.05 ; **p< 0.01.

Internalization of A,Rs together with ADA.

In order to determine whether agonist-induced
disappearance of binding sites affects the expression of
cell surface ADA (ecto-ADA), fluorocytometry analysis
was performed using nonpermeabilized cells. After
pretreatment with medium (control) or 50 nM R-PIA,
cells were fixed and ecto-ADA was labelled using the
anti-ADA-FITC antibody. A significant time-dependent
decrease in fluorescence intensity was observed after 8 h
of R-PIA treatment and a maximum decrease (40%) was
obtained at 24 h of R-PIA treatment, which suggest an
AR agonist-induced internalization of ecto-ADA
(Figure 6).

To follow ADA internalization, cells were labelled with
ADA-FITC, which binds to cell surface A,Rs (34). The

labelling was performed in the presence or in the
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absence of 50 nM R-PIA. After extensive washes with
acid buffer, cells fixed in paraformaldehyde were
analysed by flow cytometry. The acid wash was
necessary to remove ADA-FITC remaining on the cell
surface; therefore, quantification of incorporated
fluorescence is a direct measure of internalized ADA
(see Experimental Procedures). A time-dependent and
progressive incorporation of fluorescence into the cells,
in the period 2-48 h, was observed in the absence of R-

PIA. Maximal incorporation of ADA-FITC, which

el i Vi

occurred at 48 h, was increased (37 %) in the presence of

R-PIA. The differences between control and R-PIA-
treated cells were significant between 8 and 48 h.
Internalization of exogenous ADA-FITC into the cells
was also analyzed by immunofluorescence and confocal
assays. Cells maintained in the presence of ADA-FITC
for 24-72 h exhibited accumulations of labeling in

intracellular vesicles. R-PIA-treatment for 24-72 h

resulted in a marked increase of intracellular labeling

occurring in brighter and larger intracellular vesicles

(Figure 7). Due to the fact that cell surface ADA and
AR colocalize, the results above described suggest that
R-PIA might induce internalization of AR together with
ADA. We tested this hypothesis by comparing the
distribution of A,Rs and ADA in double
immunofluorescence staining experiments analyzed by
confocal microscopy. Double immunofluorescence
staining with the fluorescein- conjugated rabbit anti-A R
(PC21-FITC) and rhodamine-conjugated ADA (ADA-
TRITC) were performed in control and R-PIA treated
cells. Incubation of cells with ADA-FITC and PC21-
TRITIC for 24 h showed staining for ADA (Figure 8a,
green) and AR (Figure 8b, red) in intracellular vesicles.
Superimposition of images provides in yellow color the
degree of colocalization between the two proteins, which
was very high (Figure 8c). After 24 h of chronic
exposure to 50 nM R-PIA a perinuclear staining and a
marked decrease in the number of intracellular vesicles
containing ADA (Figure 8d) and A,Rs (Figure 8e)

accompanied by a drastic increase in size and brightness

FIG. 7. Internalization of fluorescein-
conjugated ADA (ADA-FITC) in the absence
or presence of R-PIA. Cells growing on glass
coverslips in the presence of 0.5 U/ml ADA-
FITC were incubated (37 °C) in the absence
(a.c) or presence (b,d) of 50 nM R-PIA for 24
(a,b) or 72 h (c.d).Glass coverslips were
washed with PBS, fixed, mounted and
analyzed by confocal microscopy as
described under “Experimental Procedures”.
Images correspond to a middle section of

representative cells. Scale bar: 10 pm.
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were observed. Colocalization of both proteins (Figure
8f) was confirmed in numerous cells analyzed at various
planes indicating that A|Rs and ADA are internalized

together using the same endocytic pathway,

DISCUSSION
This study provides new insights into ligand-mediated
mechanisms implicated in the regulation and trafficking
of A, adenosine receptors. Several studies reported in the
past years have demonstrated agonist desensitization in
terms of reduced inhibition of adenylate cyclase
associated with a net loss of binding sites and G; proteins
(29,30,31). However, little was known about the
biochemical mechanisms involved in desensitization and
down-regulation and about the intracellular pathways
involved in the trafficking of A;Rs. Another interesting
question concerns the role of ecto-ADA on the
desensitization of A R due to the fact that A|R and ADA
interact on the cell surface (34). The high expression
(100,000 receptors/cell) of A;Rs (43), capable of
interacting with ADA (34) makes DDT,MF-2 cells a
suitable model to study the role played by adenosine
deaminase in the regulation of A Rs.

By means of immunofluorescence staining using
antibodies against A|R and ADA a nearly homogenous
distribution of A|R and ADA over the plasma membrane
of DDTMF-2 cells was observed. Confocal analysis
demonstrated a high degree of colocalization between
ADA and AR, which was maintained in the cell surface
clusters formed after R-PIA treatment. The appearance
of clusters was accelerated when cells were incubated
simultaneously with R-PIA and ADA. This suggests an
ADA-mediated
redistribution of A,Rs. Prolonged agonist stimulation

regulation  of  ligand-induced
induced the dissapearance of membrane AR binding
sites on DDT,MF-2 cell surface, as previously shown

(29). This phenomenon was also accelerated in the

presence of ADA although the maximum effect was the
same than that achieved by R-PIA alone.
Ecto-ADA also suffered a

internalization process. Internalized ADA appeared in

R-PIA-induced

relatively small intracellular vesicles where it
colocalized with A;R. This may be an agonist-
independent process representing the natural recycling of
the ecto-enzyme or it may be due to the presence of
endogenous adenosine. This latter possibility seems
unlikely since no internalization of AR occurred in the
absence of R-PIA. Although ADA internalization may
be an agonist-independent process, long-term agonist
treatment increased the degree of ADA internalization.
Double immunofluorescence assays analyzed by
confocal microscopy showed colocalization of ADA and
ARs in the same intracellular vesicles. All these
findings allow us to suggest that ADA and ARs
participate in the regulation of each other and that this
mutual regulation includes internalization via the same
endocytic pathway. To our knowledge this is the first
report describing the trafficking for a purine ecto-
enzyme and demonstrating a common internalization
pathway for AR and the ecto-protein (ecto-ADA)
interacting with it.

During the  agonist-mediated redistribution
(clustering) of ARs on the cell surface, a time-
dependent phosphorylation of ARs occurs. Basal AR
phosphorylation increased rapidly between 5 and 15 min
as consequence of agonist stimulation. In the presence
ADA,

phosphorylation was accelerated and increased. Taking

of  exogenous agonist-induced AR
into account these data and the fact that ADA increased
ligand-induced AR aggregation, the implication of
phosphorylation processes on the aggregation of A,
receptors is highly probable. In fact, clustering and
internalization of A;Rs were mimicked by activators of
PKA and PKC (32), thus evidencing the need for

Ser/Thr phosphorylation in these events. Simultaneous
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to ligand-induced receptor phosphorylation and
aggregation a decrease of ligand-induced second
messenger response, termed functional desensitization,
was observed. Functional desensitization was a rapid
time-dependent process ocurring within minutes but it
remained for hours. This contrasts with data found in
Chinese hamster ovary cells transfected with the human
A R. Overexpressed A;R were neither phosphorylated
nor desensitized after 10 min of R-PIA treatment.
Interestingly a stably expressed chimeric A;-A;
adenosine receptor, in which the C-terminal domain of
AR distal to its predicted palmitoylation site was
replaced by the corresponding region of the A; subtype,
was able to undergo functional desensitization and
agonist-stimulated phosphorylation (44). Differences in
aminoacid sequence of the C-terminal domain of AR
and A;R can account for the distinct desensitization
pathways found in CHO cells. However, the short-term
desensitization and phosphorylation here reported for
AR in DDT,MF-2 cells demonstrate that the cellular
enviroment (likely, the composition of the cell
membrane and the signalling pathways) has a relevant
role in receptor regulation. The regulation of AR
phosphorylation and desensitization by cell surface ADA
is an exemple of the relevance of the membrane
components for receptor regulation. To our knowledge
this is a novel finding since no other receptor whose
function is modulated by an ectoenzyme has been
described.

Ligand-induced rapid desensitization of G-protein
coupled receptors such as B,ARs (45), angiotensin II
receptor (46), cholecystokinin receptor (47), d-opioid
receptor (48) and neurokinin, receptor (49) correlates
with receptor phosphorylation and uncoupling from G
proteins. Several works have provided evidence that
receptor desensitization is a short-term process that does
not require endocytosis (45,50,51). An exception is the

agonist-induced desensitization of the secretin receptor

which occurs in the absence of receptor phosphorylation
and it is basically induced by receptor internalization
(52). B,ARs (22,23) and neurokinin, receptor (49)
resensitization seems to be consequence of receptor
dephosphorylation in endosomes and their recycling
back to the plasma membrane. Our data indicate that
despite receptor phosphorylation returns to its basal level
desensitization of AR continued for hours (see figure 3
and 4). In a recent study, desensitization of the
cholecystokinin receptor occurred in both rat pancreatic
acinar cells and transfected Chinese hamster ovary
(CHO) cells despite receptor dephosphorylation was
only evident in acinar cells. Moreover, cholecystokinin
receptor in CHO cells maintained its phosphorylation
state through the time of internalization, whereas the
acinar cell receptor was dephosphorylated to its basal
state while remaining on the cell surface (47). All these
data suggest differences in regulation of GPCRs
depending on the receptor subtype and the cell system
where the receptor is expressed.

The results presented provide new insights about the
regulation and trafficking of A|Rs in response to agonist
stimulation. Moreover, it is shown that ecto-ADA,
besides its role in regulating the extracellular
concentration of adenosine, modulates all the regulatory
mechanisms involved in desensitization of A,R. It is
remarkable that ADA and AR colocalize on the cell
surface and in intracellular vesicles after internalization.
During the agonist-dependent internalization process
ADA and AR follow a common endocytic pathway.
This is probably the molecular mechanism underlying
the recent discovery of increased plasma adenosine
levels found after caffeine or sulphophenylteophylline
consumption (53). Despite it does not occur in
DDT\MF-2 cells, there are cell types whose ARs
internalize in response to xanthine antagonists (data in
preparation). The probable internalization of ADA and

AR from the cell surface in those cells would lead to a
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decrease in adenosine deamination and subsequently, to
an increase in the extracellular levels of the nucleoside.
As pointed out by Conlay et al. (53), alteration of
adenosine levels by sudden changes in methylxantine
consumption could affect the physiology of many organ
systems and provoke bronchospasm, alter blood
pressure, change cardiac rhythms, or influence seizure
thresholds. Confirmation that internalization of ecto-
ADA is the cause of these alterations would be very
valuable from a physiological and therapeutic point of

view,
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4. DISCUSION

La adenosina ejerce numerosos efectos fisiologicos en la mayoria de tejidos del
organismo a través de la activacién de sus receptores especificos de membrana. Cuatro
receptores de adenosina (A}, Ays, Ajp ¥ Aj), pertenecientes a la familia de receptores de siete
dominios transmembrana acoplados a proteinas G, han sido clonados hasta el momento (Olah
and Stiles, 1995; Palmer and Stiles, 1995). El receptor A; de adenosina se encuentra
ampliamente distribuido en el organismo, aunque se expresa de forma abundante en cerebro y
testiculo. En el sistema nervioso central, las zonas que presentan mayor expresion son la corteza,
el hipocampo, el cerebelo, el tilamo y el estriado (Bruns et al., 1987; Magan et al., 1991). En el
sistema nervioso la adenosina, a través de los receptores A,, actua como modulador de la
transmision sindptica a través de la inhibicion de la liberacién de neurotransmisores como la
acetilcolina, la dopamina, la noradrenalina, la serotonina, el aspartato y el glutamato (Fredholm
and Dunwiddie, 1988).

En los primeros estudios de caracterizacion del receptor A; de adenosina en membranas
de cerebro de rata mediante unién de agonistas especificos de este receptor, se puso de
manifiesto la existencia de dos estados de afinidad (baja y alta afinidad) del receptor (Williams
and Risley, 1980), que cldsicamente se atribuifan al receptor desacoplado de la proteina G (baja
afinidad, K4= 1-5 nM) y al complejo receptor-proteina G (alta afinidad, K; = 0.1-0.5 nM) (Lohse
et al., 1984; Casad¢ et al., 1990b). Segtin el modelo de cooperatividad negativa formulado por
nuestro grupo de investigacién (Franco et al., 1996), el estado de alta y baja afinidad son
consecuencia de la cooperatividad negativa de la unién del agonista al receptor y no estarian, en
principio, relacionados con la cantidad de receptores libres o acoplados a la proteina G. Segiin
este modelo, el ligando agonista a altas concentraciones induce una transformacion del complejo
receptor-proteina G del estado de alta al de baja afinidad (Casadé et al., 1991; Franco et al.,
1996). Todos los modelos cinéticos formulados para el receptor A, de adenosina se basan en
experimentos de unién de radioligandos a membranas de células o tejidos. En todos estos
experimentos se adiciona adenosina desaminasa (ADA) al medio de incubacién ya que en estas
condiciones se observa un aumento de la unién de ligandos a las membranas. Por ejemplo, Bruns
et al. (1980) s6lo detectaban la unién del agonista [3H]CHA a membranas de cerebro de cerdo
cuando se incuban éstas con ADA. Ademas, la inhibicién de la enzima con el potente inhibidor

irreversible (8R)desoxicoformicina (R-DCF) o con EHNA reducian un 75 % la unién del
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radioligando. Anadlogamente, en membranas de cerebro de rata, la unién del agonista [3H]R-PIA
al receptor A, se incrementaba tres veces tras la incubaci6n previa de las membranas con ADA
(Schwabe and Trost, 1980). La explicacién que se ha dado a estos hechos es que la presencia de
adenosina enddégena en el medio de incubacion compite con los radioligandos de manera que
disminuye la unién de los agonistas al receptor A,. En estas preparaciones, la adenosina
endbgena podria estar atrapada en vesiculas (Schiemann et al., 1990; Prater et al.,, 1992) o
proceder de la metabolizacién de nucledtidos de adenina (Linden, 1989). La presencia de ADA
seria necesaria para transformar la adenosina endégena en inosina, la cual no interacciona con los
receptores de adenosina.

En esta Tesis Doctoral se ha analizado la unién del agonista ["HJR-PIA y del antagonista
[PH]DPCPX al receptor A, de adenosina en membranas de corteza cerebral de cerdo y, como era
de esperar, la unién de ambos ligandos depende de la presencia de ADA. La ADA incrementa de
forma dosis dependiente la unién del agonista [3H]R-PIA (ECsp = 0.67 mU/ml) y la del
antagonista ["’HJDPCPX (ECso = 1.51 mU/ml). En ausencia de ADA tnicamente se observa un
estado de baja afinidad para el agonista (K4 = 4.1 nM), mientras que la presencia de ADA
provoca la conversion de un 37 % de los estados de baja en estados de alta afinidad (K4 = 0.22
nM). El nimero méximo de sitios de unién (B,,,,) del agonista [3H]R-PIA al receptor A; no se
modifica por la presencia de ADA. Al realizar el mismo tipo de estudio en células derivadas de
musculatura lisa de vaso deferente de hamster DDT;MF-2 se obtienen resultados similares. Esta
linea celular expresa endégenamente ecto-ADA (~ 1mU/10° células) y una alta densidad de
receptores A, (100,000 receptores/célula) con unos parametros termodinamicos de unién para la
HIR-PIA muy parecidos a los hallados en corteza cerebral. En ausencia de ADA, el receptor A,
en las células DDT,MF-2 presenta un tnico estado de muy baja afinidad (K4 = 40 nM) por el
agonista "HJR-PIA. En presencia de ADA éxogena, la afinidad del receptor A, por el agonista
aumenta significativamente (K4= 10 nM). Por otro lado, en preparaciones de membranas de estas
células, la ADA induce la conversi6n del estado de muy baja afinidad (K4 = 50 nM) del receptor
por el agonista en dos estados, uno de alta (K4 = 0.8 nM) y otro de baja afinidad (K4 = 8.7 nM).
En este sistema también la capacidad maxima de uni6n, en presencia y ausencia de ADA, no se
modifica. Las alteraciones cinéticas provocadas por la ADA en los dos sistemas estudiados no
pueden ser explicadas por la degradacién de adenosina endbgena, ya que, por un lado, la
concentracién de adenosina en preparaciones de membranas de corteza cerebral de cerdo o

células DDTMF-2 es muy baja (25-40 nM) y, por otro, el valor de las ICy, de la adenosina como
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desplazante de la [3H]R-PIA (1 nM) en membranas de células DDT,MF-2, en presencia de ADA
inhibida con Hg**, son muy altas: 129 uM (alta afinidad) y 2.7 mM (baja afinidad). Todo ello
sugiere que la accién de la ADA no es inicamente debida a la degradacion de adenosina.

Para confirmar que la ADA actua independientemente de su actividad catalitica, se
realizaron experimentos de unién de [’H]R-PIA en presencia de ADA enziméticamente activa o
inhibida con Hg2+. El incremento en la unién de la [3l-I]R-PIA a las membranas de corteza
cerebral de cerdo o de células DDT,MF-2 es evidente tanto con ADA enzimdticamente activa,
como con la enzima inhibida con Hg2+. Ademas, en presencia de ADA inhibida con Hg2+, es
posible detectar, en ambos casos, los dos estados de afinidad del receptor A, con pardmetros
cinéticos no significativamente diferentes a los obtenidos con ADA activa. Estos datos permiten
concluir que el aumento de afinidad inducido por la ADA, independientemente de su actividad
catalitica, es el responsable del aumento de unién de los agonistas al receptor A,. Por lo tanto,
parece evidente que debe establecerse alguna interaccion a nivel molecular entre el receptor A, y
la adenosina desaminasa. Con la finalidad de estudiar si la ADA y el receptor A, interaccionan
en membranas de corteza cerebral y en células DDT,MF-2, se realizaron experimentos de
coinmunoprecipitacion con dos anticuerpos antipeptidicos anti-receptor A,, el PC11 y el PC21,
previamente desarrollados en nuestro laboratorio (Ciruela et al., 1995). La inmunoprecipitacién
del receptor A, de extractos solubles de membranas de corteza cerebral y de células DDT,MF-2
provocd la coinmunoprecipitacion de una proteina de peso molecular 44 kDa correspondiente a
la ADA, lo que constituye la primera evidencia de que la ADA se une al receptor A, de
adenosina. Por otro lado, al pasar un extracto soluble del receptor A, a través de una columna de
afinidad de ADA-Sepharosa, mas del 60 % del receptor se retiene en la columna, mientras que no
se observa retencion de lactato deshidrogenasa, proteina utilizada como control. Este resultado
constituye otra evidencia de que estas dos proteinas, al menos in vitro, son capaces de
interaccionar.

Por otro lado, la interaccién entre el receptor A, de adenosina y la ADA, depende de la
conformacién que adopte la enzima. Como se ha discutido anteriormente, la enzima activa o
inhibida con ng+ son capaces de modificar las propiedades cinéticas del receptor; sin embargo,
la unién del agonista [’HJR-PIA al receptor A, no se modifica en ausencia de ADA o en
presencia de la enzima inhibida con desoxicoformicina (R-DCF). Ademés, cuando se realizan
experimentos de coinmunoprecipitacion en presencia de ADA inhibida con Hg** o R-DCF,

Ginicamente la inhibicién con Hg®* permite la inmunoprecipitacién de la ADA y el receptor,
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mientras que la R-DCF impide la coinmunoprecipitacion de los complejos receptor A;/ADA. La
inhibicién de la ADA con Hg®* o R-DCF suponen variaciones estructurales de la proteina muy
distintas. El Hg** reacciona con grupos sulfhidrilos necesarios para la actividad enzimatica de la
ADA sin modificar, de forma patente, la conformacién de la enzima. Por el contrario, el andlogo
de la adenosina R-DCF es un inhibidor irreversible de la ADA, que estabiliza a la enzima en el
estado de transicion (Marrone et al., 1996). El cambio conformacional inducido por este
inhibidor sobre la ADA es critico para su interaccién con el receptor A, en la membrana.

Una vez establecido que la ADA se une al receptor A, de adenosina, era ldgico
cuestionarse si esta asociacion tiene lugar in vivo y cual es su funcion. El marcaje mediante
inmunocitoquimica de las células DDT,MF-2 con los anticuerpos antireceptor A; (PC21) y anti-
ADA puso de manifiesto la presencia de ambas proteinas en la membrana celular. El posterior
analisis mediante microscopia confocal demostré un alto grado de colocalizacion entre la ADA y
el receptor A, en la superficie de esas células. Este hecho podria indicar que el receptor A, de
adenosina (proteina de transmembrana) puede estar actuando como proteina de unién de ecto-
ADA a la membrana. Hasta este momento s6lo se conocia una proteina de membrana capaz de
unir ecto-ADA a la membrana plasmatica. A mediados de los afios setenta se observéd que la
adenosina desaminasa interaccionaba con un dimero proteico de 200 kDa denominado
originalmente como ADA binding protein (Van der Weyden and Kelley, 1976). Andy y
Kornfeld (1982) demostraron en fibroblastos humanos que la ADA binding protein era una
proteina integral de membrana. Afios mas tarde, Kameoka et al. (1993) demostraron, mediante
técnicas de coinmunoprecipitacién y citometria de flujo, que el antigeno de diferenciacién
linfocitario CD26, previamente identificado como dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) (Ulmer et al.,
1990), era capaz de unir ADA a la membrana. La interaccion ADA-CD26 se produce en la
mayoria de especies con algunas excepciones, entre ellas las células de ratén. En esta especie el
CD26 no une ADA murina o de otras procedencias, y la ADA murina no se une al CD26 murino
o de otras procedencias (Dinjens et al., 1989; Schrader et al., 1990). De acuerdo con estos
resultados, el marcaje inmunocitoquimico con los anticuerpos anti-CD26 y anti-ADA permite
observar una baja colocalizacién entre el CD26 y la ADA en la superficie de las células
DDT,MF-2. Este hecho sugiere que, en estas células, la ADA no se une al CD26 y que la
mayoria de moléculas de ecto-ADA colocalizan con el receptor A,, por lo que éste actua como

receptor de la ecto-ADA. Este hecho se confirmé cuando al afiadir ADA exdgena en el medio de
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incubacién el grado de colocalizacién entre ambas proteinas en la membrana celular fue,
practicamente, total.

Con el objetivo de estudiar si la union de la ADA y el receptor A, podia modular
funcionalmente a éste se eligié como modelo de estudio la linea celular DDT,MF-2. En estas
células la activacion del receptor A, con agonistas induce la disminuciéon de AMP, y aumentos
en los niveles de IP, y de Ca®"; (Gerwins et al., 1990; Gerwins and Fredholm, 1992; Dickenson
and Hill, 1993). La acumulacién de inositoles fosfato (IP;) y la movilizacién de Ca®* de
reservorios intracelulares en respuesta al agonista, inicamente es evidente cuando la ADA esta
presente en el medio de incubacion. En ausencia de ADA, la R-PIA practicamente no modifica
los niveles de inositoles fosfatos y Ca’";, mientras que tinicamente en presencia de la enzima se
producen aumentos significativos (4 veces) de estos metabolitos. El efecto de la ADA es
independiente de la actividad catalitica de la enzima, ya que, la inhibicién de la ADA con Hg**
no modifica la potenciacién de ésta en la produccién de segundos mensajeros a través del

receptor A,.
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Figura 10. Modelo de interaccion entre el receptor A; de adenosina y la adenosina

desaminasa.
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Los datos descritos permiten establecer un médelo de interaccion de la ADA y el receptor
A, de adenosina (Figura 10). Segin este modelo, en ausencia de adenosina desaminasa, la unién
de la adenosina o de andlogos agonistas al receptor A, estd cinéticamente desfavorecida y
provoca un tenue acoplamiento de éste con la proteina G; y una débil transduccion de la sefial.
Por el contario, la interaccién de la ecto-ADA con el receptor A, en la membrana provoca un
cambio conformacional en el receptor, de manera que la unién de ligandos es mas efectiva, se
favorece su acoplamiento con la proteina G; y, consecuentemente, permite una efectiva

transduccion de la sefial.

Una de las caracteristicas de los receptores de siete dominios transmembrana acoplados a
proteinas G es la atenuacion de la respuesta por estimulacién crénica con agonistas. Este
fen6meno, conocido con el nombre de desensibilizacion, evita la sobreestimulacion y el posterior
dafio de la célula. Si bien el proceso de desensibilizacién ha sido extensamente estudiado para los
receptores B,-adrenérgico (Lohse et al., 1990a, 1990b; Lohse, 1993; Yu et al., 1993; Krueger et
al., 1997), este fendmeno es mucho mas desconocido en el caso del receptor A, de adenosina. Se
sabe que la incubacién de adipocitos de rata con el agonista R-PIA provoca una pérdida de
receptores A, de la membrana celular, del contenido total de proteinas G; y una disminucién de la
inhibicién de la adenilato ciclasa (Green et al., 1990, 1992). Resultados similares se han obtenido
en células granulares de cerebelo (Hettinger-Smith et al., 1996; Vendite et al., 1998), en cortes de
cerebro de rata (Abbracchio et al., 1992) y en células DDT,MF-2 (Ramkumar et al., 1991).
Aunque la desensibilizacién del receptor A; de adenosina ha sido bien caracterizada a nivel
farmacolégico en numerosos sistemas, hasta la fecha se desconocian los mecanismos
moleculares implicados en el proceso de desensibilizacién e internalizacién del receptor A, asi
como la dindmica y los compartimentos intracelulares involucrados en el trafico intracelular de
este receptor. Todo ello, junto con el estudio del papel de la ecto-ADA en este proceso,
constituy6 el objetivo final de esta Tesis Doctoral.

La distribucion del receptor A; en la membrana de células de musculatura lisa DDT,MF-
2 se estudié mediante técnicas de inmunocitoquimica marcando las células con el anticuerpo
anti-receptor A; PC21 y el posterior analisis mediante microscopia confocal. En condiciones
normales de crecimiento, las células DDT,MF-2 muestran una distribucién homogénea del
receptor A, en la membrana plasmatica. Cuando las células se tratan durante 15-45 min con

concentraciones saturantes de agonista R-PIA, los receptores A, se agregan y acumulan en zonas
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especificas (clusters) de la membrana. Al mismo tiempo, se observa que el tratamiento de las
células DDT,MF-2 con el agonista R-PIA provoca una disminucién de la acumulacién de
inositoles fosfatos (IP;) y mobilizacién de Ca’* intracelular. La pérdida de funcionalidad del
receptor A; es ya evidente a tiempos cortos (5 min) de incubacion con el agonista. La
desensibilizacién homéloga inducida por ligandos en el receptor B,-adrenérgico (Lohse et al.,
1990a), el de angiotensina II (Oppermann et al., 1996), el &-opidceo (Pei et al., 1995), el de
neuroquinina N; (Garland et al., 1996) y el de colecistoquinina (Rao et al.,, 1997a, b),
correlaciona con la fosforilacién del receptor y el desacoplamiento con la proteina G. En nuestro
caso, la incubacién de las células DDT;MF-2 con el agonista R-PIA induce la fosforilacién del
receptor a tiempos cortos de exposicién al agonista (5 min). Este resultado indica que la
fosforilacion, la desensibilizacién funcional y la clusterizacion del receptor A, coinciden en el
tiempo, lo que sugiere que estos fendmenos estan estrechamente relacionados. Por otro lado, el
receptor A, posee secuencias consenso de fosforilacion para la PKC y PKA en el segundo y
tercer bucles intracelulares (Figura 6; Olah et al., 1992; Stiles, 1992). Mediante activadores de la
PKC y de la PKA se ha determinado que a tiempos cortos (5 min) y en ausencia de agonista,
estas quinasas inducen aumentos en los niveles de fosforilacion del receptor A,. La activacion de
estas quinasas también provoca la clusterizacion del receptor A, y la disminucién de la formacién
de segundos mensajeros. Este hecho indica que la fosforilacion parece mediar la clusterizacién y
la desensibilizacion funcional del receptor A;. Los aminodcidos del receptor A, que aparecen
fosforilados después de la exposicién al agonista R-PIA son residuos de Ser y Tyr, mientras que
si el receptor se fosforila via PKA o PKC aparecen fosforilados residuos de Ser y Thr. Dado que
tanto el agonista R-PIA como la activacion de las quinasas PKA y PKC inducen la clusterizacion
y la desensibilizacién funcional del receptor es probable que la fosforilacién en Ser constituya un
mecanismo molecular imprescindible para que tengan lugar estos fendmenos. Hasta el momento
sé6lo otro receptor acoplado a proteina G, el receptor de angiotensina II, muestra incrementos de
fosforilacién en residuos de Tyr en respuesta al agonista (Kai et al., 1994). Si bien no se puede
descartar la participacion de la fosforilacién en tirosina del receptor A, en la desensibilizacion
del receptor, el papel fisioldgico de esta fosforilacién podria estar relacionado con la sefializacion
via proteinas que poseen dominios SH2.

La incubacién de las células DDT;MF-2 con el agonista R-PIA produce una reduccién
tiempo dependiente del nimero de centros de unién del agonista en la membrana plasmatica. La

méxima reduccién (50 %) se produce a las 48 h de preincubacién ligando-receptor. Un fenémeno
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similar ocurre en células granulares de cerebelo (Hettinger-Smith et al., 1996; Vendete et al.,
1998). En este sistema, la incubacién de las células durante tiempos largos (horas) con el
agonista R-PIA conduce a la disminucién de los receptores A, de la membrana pldsmatica y un
aumento de éstos en la fraccién microsomal. Por el contrario, la exposicién durante 48 h al
antagonista DPCPX produce un incremento (up-regulation) del 30 % de los centros de uni6n de
R-PIA en la membrana. Mediante inmunocitoquimica y citometria de flujo se observa que del
50 % de sitios de uni6n que desaparecen de la membrana celular después de tratar las células con
el agonista, s6lo el 30 % son internalizados, mientras que el 20 % restante estin presentes en la
membrana celular de forma inactiva. Este resultado se puede explicar mediante el modelo de
cooperatividad negativa (cluster-arranged cooperative model), el cual predice que
concentraciones altas de agonistas conducen a sitios de unién del receptor A; no detectables
debido a que parte de los receptores presentan muy baja afinidad por el ligando (Franco et al.,
1996). La internalizacién de los receptores A; inducida por agonistas se pone claramente de
manifiesto por técnicas inmunocitoquimicas y microscopia confocal. Después de tiempos largos
de exposicion (12-48 h) de las células al agonista R-PIA se observa la aparicion de pequefias
vesiculas que contienen receptores A; en el citosol de la célula. Parece que la internalizacion
inducida por agonistas de numerosos receptores acoplados a proteinas G, tales como el B,AR
(Von Zastrow and Kobilka, 1992), el de colecistoquinina (Roettger et al., 1995), el 5-HT,, de
serotonina (Berry et al., 1996), el NK1de neuroquinina (B6hm et al., 1997), los D, y D, de
dopamina (Ozaki et al., 1994), el de hormona luteinizante (Hoxie et al., 1993) y el de trombina
(Ghinea et al., 1992) tiene lugar via vesiculas de clatrina. El receptor A, de adenosina ha sido
hallado en vesiculas de clatrina de cerebro de rata, tanto constitutivamente como tras el
tratamiento in vivo con el agonista R-PIA (Gonzalez-Calero et al., 1992; Ruiz et al., 1996),
indicando que, en este sistema, la internalizacién del receptor A, tiene lugar por la via de
endocitosis clasica.

La activacion de la PKC y PKA, conduce también a la internalizacién del receptor A,
hacia compartimentos intracelulares, lo que indica que la fosforilacién parece ser necesaria para
la internalizacién del receptor A;. En algunos receptores acoplados a pl;otcinas G, como los
receptores muscarinicos m2 (Tsuga et al., 1994), m3 (Yang et al., 1993) y m4 (Van Koppen et
al., 1995) y el B,AR (Ferguson et al., 1995) la fosforilacién inducida por agonistas provoca la
internalizacion de estos receptores. Por el contrario, la internalizacién del receptor de secretina

(Holtmann et al., 1996) y el de colecistoquinina (Rao et al., 1997b) parecen ser independientes de
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la fosforilacién del receptor, aunque este 1iltimo proceso est4d implicado en la desensibilizacion
funcional.

Para determinar si el secuestro del receptor A, en compartimentos intracelulares conduce
a una degradacioén (down-regulation) de los receptores, se utilizaron técnicas de western-blotting
para cuantificar el contenido total de éstos en las células DDT,MF-2 incubadas en presencia y
ausencia del agonista R-PIA. El agonista induce una pérdida progresiva del nimero total de
receptores A en las células DDT,MF-2. La degradacion de los receptores A; es un proceso
tiempo dependiente y mas lento que el proceso de internalizacién. A tiempos largos de saturacion
con agonista (72 h), los receptores internalizados (43 %) son en gran parte degradados (30 %).
Estos resultados estan de acuerdo con la hipétesis de que parte de los receptores acoplados a
proteinas G internalizados son degradados via lisosomal y parte son reciclados a la membrana
celular (Lohse, 1993).

Una vez conocida la dinamica del proceso de desensibilizacién del receptor A, se
considerd interesante abordar el estudio de la funcién que tenia la ecto-ADA en este proceso.
Aunque la saturacion del receptor A; por la ADA no parece modificar la distribucién de los
receptores A; en la membrana de las células DDT;MF-2, esa enzima si acelera notoriamente la
clusterizacién inducida por la R-PIA, de manera que este fendmeno es mucho mas evidente que
en ausencia de ADA exdgena. La clusterizacién del receptor A, implica su coclusterizacién con
la ADA, lo que indica que la R-PIA induce la agregacion del complejo receptor A;-ADA en la
membrana plasmatica. Tal como se ha comentado anteriormente, simultaneamente al proceso de
clusterizacion del receptor A, se produce la fosforilacion tiempo dependiente del receptor. La
fosforilacion del receptor A; aumenta rapidamente entre los 5 y 15 min como consecuencia de la
estimulaciéon con el agonista R-PIA. Ahora bien, si los receptores A, se saturan con ADA
exégena, la R-PIA provoca un mayor y mds ripido (1 min) incremento en el nivel de
fosforilacion del receptor A,. El otro proceso que ocurre simultaneamente a la fosforilacion y
clusterizacién del receptor A, es su desensibilizacién. En este caso, también, la adicién de ADA
ex6gena acelera la pérdida de la capacidad de mobilizar Ca>*;. Los resultados descritos sugieren
que la ADA, al interaccionar con el receptor A; en la membrana de las células DDT,MF-2,
potencia y acelera la fosforilacion y la clusterizacién del receptor A, inducida por agonistas, lo
que conduce rapidamente a la desensibilizaciéon funcional de este receptor.

El receptor B,AR (Pippig et al., 1995; Krueger et al., 1997) y el NK,; de neuroquinina

(Garland et al., 1996), una vez internalizados, se desfosforilan a nivel endosomal lo que conduce
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a la resensibilizacién de estos receptores hacia la membrana plasmética. Por el contrario, la
desfosforilacién de los receptores A, de adenosina en las células DDT,MF-2 tiene lugar en la
membrana plasmatica y, a pesar de que la fosforilacién del receptor A, vuelve a los niveles
basales, la desensibilizacion continua durante horas. Un hecho parecido se ha descrito también en
el receptor de colecistoquinina expresado en células pancredticas de rata; en este caso la
desfosforilacién del receptor tiene lugar en la membrana y no impide la desensibilizacion
funcional y la internalizacién del mismo (Rao et al., 1997b). Es curioso constatar que ese mismo
receptor de colecistoquinina expresado en células CHO, tras exposicion al agonista, mantiene su
estado de fosforilacién y desensibilizacion durante el proceso de internalizacion (Rao et al.,
1997b). Estos datos sugieren diferencias en la regulacion de los receptores acoplados a proteinas
G dependiendo del tipo de receptor y del sistema celular donde €ste se expresa.

Dado que la ADA potencia las fases tempranas del proceso de desensibilizaciéon del
receptor A; inducido por la R-PIA es logico esperar que active las fases mas tardias de este
proceso. En ausencia de ADA exégena la estimulacion con el agonista R-PIA induce la
desaparicion (t;, ® 10h) de los centros de unién del agonista en la superficie de las células
DDT;MF-2 mediante un proceso de internalizacién. En presencia de ADA, el proceso de
internalizacién se acelera (t;, ~ 3h), aunque la maxima internalizacién (40 %) inducida por el
agonista no se modifica.

Dado que la ADA potencia todo el proceso de internalizaciéon del receptor A, de
adenosina y que durante las primeras etapas la enzima y el receptor clusterizan conjuntamente,
parecia interesante investigar si la internalizacién del receptor implicaba la internalizacién
conjunta de la ecto-ADA. La desaparicién del receptor A; de la membrana inducida por la R-
PIA correlaciona con la disminucién de la expresién de la ecto-ADA en la membrana, la cual es
ya evidente a las 8 h con un maximo (40 %) a las 24 h. La ADA desaparece de la membrana
plasmética por un proceso de internalizacion. La ADA aparece en pequefias vesiculas
intracelulares incluso en ausencia de R-PIA. Este proceso independiente de agonista puede
representar el reciclaje endégeno de la ecto-enzima. Aunque la internalizacién de la ADA tiene
lugar independientemente del agonista, el tratamiento de las células con R-PIA provoca un
aumento drastico de la internalizacion de la enzima y del tamafio de las vesiculas intracelulares
que la contienen. Mediante ensayos de doble inmunofluorescencia y posterior andlisis mediante
microscopia confocal, se ha podido demostrar que la ADA y el receptor A, se internalizan

conjuntamente en la célula. Estos resultados sugieren una mutua regulaci6n entre el receptor A, y
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la ecto-ADA en la superficie celular, de manera que las dos proteinas se internalizan siguiendo la
misma via endocitica.

Los resultados obtenidos sugieren un modelo de desensibilizacién del receptor A, de
adenosina y de la ADA como el que se resume en la Figura 11. La ADA interacciona con el
receptor A; de adenosina en la membrana celular de manera que potencia la unién de ligandos y
la transduccién de la sefial. En presencia de concentraciones saturantes de agonista, el receptor
A, es fosforilado por proteinas quinasas especificas en residuos de Tyr/Ser. La activacion de
proteinas quinasas dependientes de segundos mensajeros como la PKC y PKA, también inducen
la fosforilacién del receptor A, y mimetizan el efecto del agonista.

La fosforilacién del receptor A, impide un nuevo acoplamiento con la proteina G; de manera que
finaliza la transduccién de la sefial.Simultdneamente a la fosforilacién de los receptores A, éstos
se agregan en la membrana celular. Durante todo este proceso, que tiene lugar a tiempos cortos
(minutos), la ADA acompafia al receptor A;. Ademds, esta ecto-enzima acelera todos los
procesos tempranos (fosforilacién, clusterizacion y el desacoplamiento de la proteina G))
relacionados con la desensibilizacién homdloga inducida por agonistas del receptor A;. En un
tiempo mas prolongado, el receptor se desfosforila y posteriormente se internaliza junto con la
ADA en vesiculas de endocitosis. A lo largo del tiempo, el nimero de vesiculas de endocitosis
que contienen el receptor A; y la ADA disminuye, aunque el tamafio de las mismas aumenta, lo
que sugiere una fusion entre ellas. Los receptores internalizados son en parte dirigidos hacia los
lisosomas donde son degradados (down-regulation) y parte, probablemente, son reciclados hacia

la membrana celular.
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5. CONCLUSIONES

1. La adenosina desaminasa interacciona molecularmente con el receptor A, de adenosina
en membranas de corteza cerebral de cerdo y en la membrana de las células de musculatura lisa
DDT;MF-2. La adenosina desaminasa, independientemente de su actividad catalitica, aumenta la
unién de ligandos agonistas y antagonistas al receptor A,. Ademads, esta enzima es necesaria para
la aparicién del estado de alta afinidad para los agonistas del receptor A,. La interaccién entre la
adenosina desaminasa y el receptor A; permite la correcta transduccion de la sefial inducida por
la activacion del receptor.

Estos resultados son especialmente importantes porque es la primera vez que se
demuestra la interaccién y la regulacion mutua entre un receptor de la familia de receptores
acoplados a proteina G y la enzima que degrada la hormona de este receptor. Ademads estos
resultados ponen de manifiesto la existencia de una serie de proteinas de membrana, no
relacionadas estructuralmente, como son el receptor A, de adenosina y el cluster de

diferenciacion linfocitario CD26, capaces de anclar ecto-ADA a la membrana celular.

2. Se ha demostrado que la estimulacion crénica de las células DDT,MF-2 con el agonista
R-PIA conduce a la desensibilizacién funcional del receptor A,. Este fen6meno se inicia con la
saturacién del receptor A, por el ligando y la rapida fosforilacién del receptor en residuos de Ser
y Tyr, lo que provoca la clusterizacion de los receptores en la membrana celular y la pérdida de
la funcionalidad de los mismos. Estos cambios moleculares conducen posteriormente al
secuestro de los receptores hacia compartimentos intracelulares y su parcial degradacién via
lisosomal. La fosforilacién del receptor A, por activacién de la PKA y PKC mimetiza el efecto
del agonista y provoca la clusterizacion, la desensibilizacion funcional y la internalizacién de los
receptores A,, por lo que la fosforilacion parece iniciar el resto de procesos involucrados en la

desensibilizacién.

3. La ecto-adenosina desaminasa acelera todos los procesos involucrados en la
desensibilizacion del receptor A, inducida por el agonista R-PIA, tales como la fosforilacion, la
clusterizacion, la desensibilizacion funcional y la internalizacién de los receptores A,. El

agonista del receptor A, es capaz de clusterizar e internalizar conjuntamente al receptor A, y a la
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ecto-adenosina desaminasa de manera que ambas proteinas son internalizadas siguiendo la

misma ruta de endocitosis.
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