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[. introduccién

1.1. Receptores acoplados a proteina G o de siete dominios

transmembrana

La comunicacion entre células individuales es un requisito para el buen mantenimiento de la
homeostasis dentro de un organismo. Para ello, las células tienen la habilidad de liberar moléculas
al medio extracelular y de procesar gran cantidad de informacion procedente de moléculas
extracelulares. Muchas de estas moléculas no entran dentro de la célula y para ejercer su funcion
interactian con un receptor de la superficie celular. De entre los diferentes receptores que se
pueden hallar en la membrana destacan los receptores acoplados a proteina G, GPCRs (G-protein-
coupled receptors) también llamados receptores de 7 dominios transmembrana, HSMRs
(heptaspanning membrane receptors) o 7TM. Esta familia constituye el mayor nimero de proteinas
de membrana implicadas en la transduccién de sefal (Gudermann et al, 1997; Marinissen and
Gutkind 2001). Los receptores de 7 dominios transmembrana estan codificados por una gran
familia de genes; en el caso del genoma humano, mas del 1% codifica para mas de 1000 proteinas
con esta estructura, de las que mas del 90% se expresan en el Sistema Nervioso Central (SNC)
(George et al., 2002). Los GPCRs son activados por una gran variedad de ligandos tanto endégenos
como exdgenos, entre los que se incluyen hormonas, péptidos, aminoacidos, iones y fotones de luz.
Transducen la sefial a través de un gran nimero de efectores como las adenilato ciclasas, las
fosfolipasas o los canales idnicos entre otros. Juegan un papel clave en la fisiologia celular,
controlando procesos fisioldgicos tales como el metabolismo, la secrecion, la diferenciacion, el
crecimiento celular, las respuestas inflamatorias e inmunes o la neurotransmision, de ahi que su
disfuncién dé lugar a diversas enfermedades. Mas del 50% de los agentes terapéuticos hoy dia
comercializados actlan sobre estas proteinas (Flower, 1999; Marinissen and Gutkind 2001) y son
consideradas como potenciales dianas terapéuticas para el desarrollo de nuevos farmacos con
aplicaciones en practicamente todos los campos de la medicina. Muchos agentes terapéuticos
usados actualmente actlian bien activando (agonistas) o bloqueando (antagonistas) a receptores

acoplados a proteina G. Como ejemplo citar que los agonistas de los receptores (3-adrenérgicos se

utilizan para el tratamiento del asma, mientras que los antagonistas de estos mismos receptores se

usan para tratar la hipertension y los fallos cardiacos (Binaei et al., 2003; Schmedtje et al., 2003).
En la figura 1 se ilustra la diversidad de agonistas fisioldgicos que actian a través de

receptores acoplados a proteina G. La activacion de los correspondientes receptores conduce a la

sefializacién en la que intervienen tanto dianas citoplasmaticas como nucleares a través de un
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[. introduccién

mecanismo dependiente e independiente de proteina heterotrimérica G. Estas vias de senalizacion

regulan funciones bioldgicas clave como la proliferacion y supervivencia celular.
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Extraido de Marinissen and Gutkind 2001, TRENDS in Pharmacological Sciences Vol.22 No.7

Figura 1. Representacion de la diversidad de los receptores acoplados a proteina G y de su
sefializacion.

1.1.1. Arquitectura de los receptores de 7 dominios transmembrana

Para que una proteina sea clasificada como receptor de 7 dominios transmembrana o
receptor acoplado a proteina G ha de cumplir dos premisas principales. La primera es estar
constituido por una sola cadena proteica capaz de cruzar 7 veces la membrana celular; para ello,
en su estructura debe presentar 7 secuencias de unos 25-35 residuos consecutivos,
fundamentalmente hidrofdbicos, dispuestos en una estructura de hélices « que se internan en la
membrana plasmatica, lo que permite que un ligando extracelular ejerza su efecto especifico dentro
de la célula. La segunda premisa es la habilidad de interaccionar con una proteina G, por lo que

reciben también el nombre de receptores acoplados a proteina G.

Como otras proteinas de membrana, los receptores acoplados a proteina G estan

parcialmente inmersos en un ambiente no-polar de la bicapa lipidica formando una estructura
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[. introduccién

compacta de hélices transmembrana. La correcta orientacion de la cadena polipeptidica es guiada
por un complejo aparato de translocacion que reside en el reticulo endoplasmatico (RE). Se pueden
distinguir dos estados de plegamiento diferentes que se producen tras la translocacion inicial del
receptor a través del extremo N-terminal dentro del lumen del RE. En el primer plegamiento, las
hélices o se disponen a través de la bicapa lipidica, y el plegamiento de la proteina esta dirigido
principalmente por los efectos hidrofdbicos. Los dominios transmembrana adoptan una estructura
para minimizar la superficie polar expuesta dentro del ambiente lipidico con el resultado de que los
aminoacidos hidrofdbicos se encaran a la bicapa lipidica y los aminoacidos mas hidrofilicos quedan
orientados a través de la hendidura generada por el empaquetamiento de los dominios
transmembrana. Finalmente, en el segundo plegamiento se forma una estructura terciaria por
interacciones especificas hélice-hélice, permitiendo un fuerte empaquetamiento, con estructura tipo
anillo del paquete de los dominios transmembrana. Dos residuos de cisteina del bucle extracelular 1
y 2 (EC1-2), que estan conservados en muchos GPCRs forman un puente disulfuro que es
probablemente importante en el empaquetamiento y la estabilizacion de un ndmero restrictivo de

conformaciones de los 7 dominios transmembrana.

La primera estructura cristalina de un receptor de siete dominios transmembrana fue descrita
en el afio 2000 (Palczewski et al, 2000). Estos autores presentaron una estructura de alta
resolucion para el receptor de rodopsina bovino, en la que se confirmaba que los dominios

transmembrana « estan ordenados formando el nucleo del receptor. En la figura 2.a se muestra la

estructura cristalizada para la rodopsina (entrada en el Protein Data Bank 1HZX) obtenida en

espacio extracelular

extremo N-terminal

HN
™6 = Niicleo
TMS - = ¥mg transmembranal
retinal . o~
™4 ' : ™1

TM3

extremo C—termina‘lh:“'":fa.
a b
espacio intracelular

Figura de la estructura cristalina de la rodopsina extraida y modificada de Palczewski 2000, Science 289, 739-745

Figura 2. Estructura cristalina de la rodopsina y esquema de la estructura tipica de un
GPCR.
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[. introduccién

presencia del cromdforo retinal (representado en la figura por circulos rojos). La secuencia
polipeptidica de la rodopsina se inicia en el extremo amino terminal, localizado en el espacio
extracelular. La proteina se pliega en 7 hélices « transmembrana (TM1-7) y una hélice « corta que
atraviesa la superficie citoplasmatica de la membrana. La secuencia finaliza en el extremo carboxi

terminal situado en el interior de la célula. Las 7 hélices o estan conectadas por 6 bucles

alternativos, 3 intracelulares (IC1-3) y 3 extracelulares (EC1-3). Tres de los segmentos
transmembrana (1, 4 y 7) son altamente hidrofdbicos; mientras que los segmentos 2, 3, 5y 6
contienen residuos hidrofdbicos, idnicos y neutros. En consecuencia, los segmentos 1, 4 y 7
permanecen en la parte mas externa del receptor y en contacto estrecho con la membrana; y los
segmentos 2, 3, 5 y 6 forman un nlcleo transmembranal que en la mayoria de los receptores
participa en la unién del ligando (véase figura 2.b). Pese a la alta resolucién de la estructura
cristalina obtenida para el receptor de rodopsina queda pendiente informacién estructural detallada
de algunas partes de los bucles y del extremo carboxi terminal; asi como de la conformacion en
estado activo de estas proteinas ya que la estructura cristalizada se estabilizd con un antagonista

del receptor.

La localizacién de las regiones amino y carboxilo terminales permiten también regular la
funcionalidad del receptor. La regidon N-terminal puede estar glicosilada y la regién C-terminal esta
expuesta a la interaccién con otras moléculas de sefializacién, como kinasas y proteinas [3-
arrestinas, responsables de procesos de sensibilizacion, desensibilizacion e internalizacion
(Lefkowitz, 1998). Ademas la region carboxi terminal y los bucles intracelulares IC2 e IC3 son
criticos para la transduccion de la sefial hacia el interior de la célula ya que son los dominios de

union a la proteina G responsable, en la mayoria de los casos, de iniciar la sefializacion intracelular.

1.1.2. Clasificacion

Los GPCRs se han clasificado segun diferentes sistemas. Uno de los mas clasicos es el
sistema Kolakowski (Kolakowski, 1994) en que se clasifican los GPCRs en familias segin su
estructura y caracteristicas genéticas. Aunque entre las diferentes familias no existe una similitud
significante de secuencia (Kolakowski, 1994; Probst et al, 1992), todas presentan los siete
dominios transmembrana (TM) caracteristicos. Como se observa en la figura 3, las diferentes
familias difieren en el tamano y funcidon del dominio N-terminal, C-terminal y los bucles
intracelulares. Cada uno de estos dominios le confiere unas propiedades especificas. Pese a que

todos los GPCRs comparten una estructura comun, las distintas familias no tienen secuencias
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[. introduccién

homologas, indicando que probablemente no estan relacionadas filogenéticamente y que la
similitud de su estructura transmembrana se debe soélo a tener requerimientos funcionales

comunes.

Familia 1

Receptores de aminas biogénicas (adrenérgico,
serotonina, dopamina, muscarinico, histamina)

Receptores de neurotensina y TRH

Receptores de adenosina y cannabinoides

Receptores de nucleétidos, oxitocina y somatostatina

Receptores de melatonina

Familia 2

Receptores de calcitonina

Receptores de PTH

Receptores de glucagon, VIP y secretina
Receptores de latrotoxina

Familia 3

Receptores metabotrépicos de glutamato,
Receptores GABA

Receptores de calcio

Receptores de feromonas vemeronasales
Receptores gustativos

Extraido y modificado de George et a/., 2002. Nature Reviews. 30, 808-820
Figura 3. Representacion esquematica de las tres principales familias de receptores
acoplados a proteinas G. Los residuos altamente conservados se indican en circulos rojos.

La familia 1, también llamada A o rodopsin-like, es el mayor subgrupo conteniendo
aproximadamente el 90% de todos los GPCRs. Esta familia contiene receptores para odorantes,
neurotransmisores y hormonas glicoproteicas. La homologia entre los receptores de esta familia es
baja y restringida a un nimero limitado pero altamente conservado de residuos. El alto grado de
conservacion entre estos residuos sugiere que estos tienen un papel esencial en la estructura y
funcionalidad de estos receptores. Asi sucede para el motivo Asp-Arg-Tyr (DRY) en la cara
citoplasmatica del segmento transmembrana 3 (TM3) (Probst et a/, 1992), el cual se supone que
esta implicado en la activacién del receptor (Fraser et al, 1988). Ademas los receptores de esta
familia se caracterizan por tener un puente disulfuro que conecta el primer y segundo bucle
extracelular (EC1-2). Muchos de estos receptores tienen también una cisteina palmitoilada en la

cola C-terminal que le sirve para anclarse a la membrana. El estudio de la estructura cristalografica
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[. introduccién

de la rodopsina (Palczewski et a/., 2000) indica que los dominios transmembrana estan inclinados y
enroscados debido a la presencia del aminoacido prolina que distorsiona los dominios helicoidales
transmembrana. En esta familia, el ligando se une en una cavidad formada por los dominios
transmembrana aunque para alguna subfamilia, activada por pequenos péptidos, el reconocimiento
se produce a nivel de los bucles extracelulares y del dominio N-terminal.

La familia 2 o familia B incluye aproximadamente 20 receptores diferentes para una variedad
de hormonas peptidicas y neuropéptidos, como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la calcitonina,
el PTH y el glucagdn. Esta familia se caracteriza por un extremo N-terminal relativamente largo (de
cerca de unos 100 residuos), el cual contiene diversas cisteinas que forman una red de puentes
disulfuro (Ulrich et al., 1998). Son de morfologia similar a la de los de la familia 1, pero no parecen
palmitoilarse y los residuos y motivos conservados son diferentes. Se sabe poco de la orientacion
de los dominios TM, pero teniendo en cuenta la divergencia de la secuencia aminoacidica,
probablemente son diferentes de la familia 1.

La familia 3 o C contiene al receptor metabotrdpico de glutamato y al receptor GABA (acido

y-aminobutirico). Estos receptores se caracterizan por un largo extremo carboxi y amino terminal

(500-600 aminoacidos). La estructura del lugar de union (representado en la figura en amarillo) se
ha deducido mediante estudios de cristalografia del extremo N-terminal del receptor metabotrdpico
de glutamato solubilizado y unido a glutamato. Se ha visto que forma un dimero unido por puente
disulfuro (He et al., 2002) que actia como la planta carnivora Venus, es decir que puede abrirse y
cerrarse en el proceso de unidn del ligando. Excepto por las cisteinas en EC1-2 que forman un
putativo puente disulfuro, la familia 3 no tiene ningln rasgo comdn con la familia 1 y 2. Una
caracteristica Unica de estos receptores es que el tercer bucle intracelular (IC3) es corto y
altamente conservado. Al igual que en la familia 2 tampoco se conoce la orientacion de los
dominios TM.

Los receptores de feromonas de levadura configuran dos familias menores no relacionadas,
familias D y E. Finalmente, en el Dictyostelium Discoideum, 4 receptores diferentes de AMPc

constituyen otra familia menor, pero Unica, la familia F (Kolakowski, 1994).

Aunque la clasificacion A-F esta ampliamente aceptada, Frediksson y colaboradores
(Frediksson et al, 2003) han efectuado el primer estudio filogénico de toda la superfamilia de
GPCRs en el genoma de mamifero proponiendo una clasificacion mas detallada. En sus analisis se
muestra que hay 5 familias principales para los GPCRs humanos: Glutamate, Rodopsin, Adhesion,
Frizzled/Tasted? y Secretin (la clasificacion GRAFS basada en sus iniciales) y que dentro de cada
familia los receptores comparten un origen evolutivo comun. Tres de estas familias, rodopsina (A),
secretina (B) y glutamato (C) corresponden con la clasificacion A-F, mientras que las otras dos

familias, adhesion y frizzled, no estan incluidas.
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En esta clasificacion la superfamilia de la rodopsina sigue siendo la mayor, y se ha dividido en
4 grupos principales con 13 ramas distintas. Los autores de este nuevo sistema de clasificacion
defienden la teoria de que los receptores acoplados a proteina G surgieron a partir de un Unico
predecesor comun, que evoluciond a través de duplicaciones génicas, evolucionando desde la
mayor simplicidad en cuanto a sus origenes a la enorme complejidad que muestra la superfamilia
de estos receptores en la actualidad. La enorme diversidad que alcanza esta superfamilia de
proteinas de membrana da a entender el gran papel que juegan en la fisiologia de cualquier

organismo.

1.1.3. Vias de seiializacion

Cuando el receptor es activado por ligando se inicia una serie de eventos intracelulares que
modulan la funcion celular. Estos eventos dependen de la proteina G a la que se encuentre
acoplado el receptor y de la maquinaria molecular con la que cuente la célula. Las proteinas G
estan presentes en todos los organismos eucariotas y tienen un papel esencial en la transduccion
de sefales ya que asocian al receptor con las proteinas efectoras localizadas en el interior celular.
Las proteinas G son proteinas heterotriméricas constituidas por las subunidades o (39-46 KDa), {3
(37 KDa) y y (8 KDa).

La interaccion del ligando con el receptor produce cambios conformacionales en éste que a
su vez modifican la subunidad G, de la proteina G. La subunidad G, posee un lugar de unioén con
alta afinidad por nucleétidos de guanina (GTP o GDP), asi como actividad GTPasa (Hepler et al.,
1992). El cambio de conformacion inducido por la unidn del ligando al receptor repercute en la
afinidad de la subunidad G, por los nucledtidos de guanina, haciéndola mas afin por GTP (Bourne
et al, 1991). Al intercambiar GDP por GTP, la subunidad G, se activa y se desensambla tanto del
receptor como del complejo estable Gg, (Marinissen and Gutkind 2001). Tanto la subunidad Gq

como el complejo Gg, son moléculas sefializadoras de forma que activan o inhiben a moléculas
efectoras, como las adenilato y guanilato ciclasas, fosfodiesterasas, las fosfolipasas A2 y C, la
fosfoinositol 3-kinasa entre otras; dando lugar a una activacién o inhibiciéon de una gran variedad
de segundos mensajeros como el AMPc, GMPc, diacilglicerol (DAG), inositol (1,4,5)-trifosfato (IPs),
fosfatidil inositol (3,4,5)-trifosfato, acidos araquiddnico y fosfatidico, por citar algunos.

Dos ejemplos tipicos de cascadas de sefalizacion iniciadas por receptores acoplados a
proteina G son las que conducen a la formacidon de IPs/DAG y AMPc como segundos mensajeros,
como se muestra en la figura 4. Para las subunidades G,, la proteina efectora diana es la

fosfolipasa C (PLC), enzima que hidroliza fosfoinositoles de membrana generando IP; y DAG como
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segundos mensajeros (A). El IP; aumenta la concentracion de Ca* intracelular vaciando los
depdsitos intracelulares, mientras que el DAG activa a las isoformas nuevas de la PKC (nPKCs) o, en
conjunto con iones de Ca®*, a las isoformas clasicas de la PKC (cPKCs). Para las subunidades Gqs 0
G, la proteina efectora es la
adenilato ciclasa (AC), enzima
que cataliza la conversion de
ATP a AMPc (B). G, estimula
mientras de Gy inhibe a la
enzima AC. El AMPc activa a la
PKA. Tanto la PKC como la PKA
fosforilan a multiples y diversas
proteinas (receptores, canales
idnicos, enzimas, factores de

transcripcion) regulando asi el

funcionamiento celular.

Figura 4. Vias de seiializacion clasicas inducidas por receptores acoplados a proteina G. Al
ser estimulado por el agonista (A) el receptor activa a su vez a la proteina G correspondiente (Guq, Gas 0 Gai €N
este ejemplo).

Muchas de las respuestas mediadas por estos receptores no consisten simplemente en la
estimulacién de segundos mensajeros convencionales, si no que son resultado de la integracién de
intrincadas redes de sefalizacion, entre las que se incluyen la via de las MAPKs y las IJNKs. En los
ultimos afos se ha descrito la activacion por proteina G de sistemas efectores que clasicamente se
creian Unicamente activados por receptores de factores de crecimiento a través de la activacion de
tirosina kinasas o de receptores con actividad tirosina kinasa (RTK). Un ejemplo caracteristico es la
activacion de las rutas de sefializacion de las MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases), entre las
que se encuentran las ERKs ( Extracelular Regulated Kinases) y p38 (Crespo et al., 1995; Yamamoto
et al., 1997).

La activacién de la via de las MAPKs habia sido poco estudiada hasta hace una década,
conociéndose sélo que el mecanismo involucraba proteinas G sensibles a la toxina de Bordetella
pertusis (Gaijo) Y que dependia fuertemente del complejo Gg, de la proteina G y de tirosina kinasas
no identificadas (Van Corven et al., 1993; Faure et al., 1994; Koch et al., 1994). Posteriormente un
buen nimero de investigaciones orientadas a este tdpico han permitido deducir que en ausencia de
ligandos para los RTKs, la activacion de receptores acoplados a proteinas G, inducia la fosforilacion
de la proteina Shc y la formacion del complejo Shc-Grb2 (Cazaubon et al., 1994; Chen et al., 1996;

Sadoshima et al, 1996). Puesto que ambas proteinas adaptadoras estan involucradas en la
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activacién de la via Ras-Raf-MEK-ERK a través de su union a las fosfotirosinas de un RTK activado
se sugirié que el RTK habia sido activado sin necesidad de interactuar con su ligando. La activacion
de un RTK en ausencia del ligando propio no era un concepto completamente nuevo. Sin embargo,
el hallazgo de que los GPCRs, la familia mas grande de receptores de membrana, podia inducir la
activaciéon de RTKs y por lo tanto generar sefales mitogénicas, ha conducido a que se esté
dedicando un gran esfuerzo a discernir los puntos clave de este fendmeno, denominado
transactivacion. Una vez transactivado, el RTK inicia una cascada de senalizacion idéntica a la
generada por activacién exdgena, es decir, la activacién de ERK es a través de la via Ras, Raf, MEK
y ERK.

Iniciado por las subunidades Gg,, se recluta Sos hacia la membrana y se intercambia GDP por
GTP en la proteina Ras. Asi pues, el intermediario que conecta la cascada de sefializacién generada
por la activacion o transactivacion de un RTK con las ERKs es la proteina Ras, que puede unir
nucledtidos de guanina y que posee también actividad GTPasa. Ras es una GTPasa pequefia, que
es regulada por proteinas liberadoras de nucledtidos de guanina (GNRPs) y por proteinas
estimuladoras de la actividad de GTPasa (GAPs). Las GNRPs activan a Ras al favorecer el
intercambio de GDP por GTP, mientras que las GAPs finalizan la sefalizacion al aumentar la
actividad de GTPasa intrinseca a Ras que hidroliza el GTP unido a GDP (Matozaki et a/, 2000).
Tanto las GNRPs como las GAPs son proteinas que se activan por union a fosfotirosinas presentes
en los RTKs activados. En el estado activo, Ras activa la cascada de las ERKs al unirse y activar a
Raf, una serina/treonina kinasa que a su vez fosforila y activa a la kinasa de ERK/MAPK
(denominada MEK), enzima que fosforila residuos de serina/treonina y de tirosina. La activacion de
ERK requiere de su fosforilacion en un residuo de treonina y en uno de tirosina, separados
Unicamente por un aminodacido. Esta funcién solo puede ser realizada por una enzima altamente
especializada, por lo que se considera que MEK es la enzima limitante en la activacion de ERK,
haciendo altamente especifico este proceso. Finalmente la ERK fosforilada fosforila a proteinas
diana en el citoplasma celular, activando por lo tanto una respuesta. Segin la magnitud de la
activacion de ERK ésta pasa del citoplasma al nucleo y regula, por fosforilacion, a otras kinasas y
factores de transcripcion (Pelech et al., 1992; Treisman et a/., 1996). Dado que MEK es la kinasa de
ERK (0 MAPK), también se la identifica como MAPKK (kinasa de MAPK). De manera analoga, como
Raf es la kinasa de MEK (o MAPKK), también se le denomina MAPKKK (kinasa de la kinasa de
MAPK).

En la figura 5 se muestra las multiples vias que enlazan los GPCRs con la via de las MAPKs.
Los receptores acoplados a proteina G,q pueden estimular a Rafl sin necesidad de transactivacion,
a través de PKC o pueden estimular a Ras por activacién Ca’* dependiente de RasGRF (Ras

Guanine-nucleotide Releasing Factor) o por tirosina kinasas como PYK2 actuando en Sos (Figura
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5). Por su parte los receptores acoplados a Gy, Gy ¥ Gus pueden también regular a Rap, la cual

puede estimular a B-Raf y permitir la activacion de la via de las MAPKs.

GPCR

GDF'

G\q Gene expression

regulation

Extraido de Marinissen and Gutkind 2001, TRENDS in Pharmacological Sciences Vol.22 No.7

Figura 5. Representacion de algunas de las miltiples vias que enlazan los GPCRs con la
via de las MAPKs.

Hay ademas evidencias que indican que la sefalizacion de los receptores de siete dominios
transmembrana es mucho mas compleja puesto que pueden actuar por vias de sefalizacion
independientes de proteinas G (Daaka et al, 1998; Lefkowitz, 1998; Luttrell et a/, 1999). Un
ejemplo paradigmatico es la sefalizacion mediada por la fosforilacion del receptor por GRKs (G
protein-coupled Receptor Kinases) la union de B-arrestinas y el subsiguiente secuestro del receptor
de la superficie celular (Krupnick and Benovic, 1998), que no sdlo es importante para la finalizacion
de la senal, sino que también juega un papel importante en el intercambio entre las vias de
sefializacién dependientes de proteina G e independientes como las utilizadas normalmente por
receptores de factores de crecimiento (Luttrell ef a/, 1999).

Estudios relativamente recientes muestran que las $-arrestinas desempefian un papel en la
sefializacion celular que va mas alla del simple desacoplamiento entre receptor y la proteina G. El
hecho de que las B-arrestinas puedan interaccionar directamente con tirosina kinasas de la familia
de las Src y con componentes de la cascada de MAP kinasas (Perry and Lefkowitz, 2002), sugiere
que las [-arrestinas pueden funcionar como adaptadores o scaffolds reclutando proteinas
involucradas en la sefializacion de un determinado receptor. De esta manera, se ha demostrado la

capacidad de diferentes tipos de receptores acoplados a proteina G de reclutar componentes de las
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cascadas de las JNKs o las ERKs, incluyendo las kinasas mas relevantes de la cascada, como
pueden ser JNK3, Raf-1, MEK1 o ERK1/2. Estos complejos pueden permanecer unidos incluso
durante la internalizaciéon del receptor, presentando diferentes localizaciones subcelulares,
presumiblemente en los endosomas hacia donde el receptor es conducido en su proceso de
internalizacién y por lo tanto aproximando las kinasas a sus posibles sustratos citosdlicos. En este
sentido, las B-arrestinas actlan como scaffolds permitiendo al receptor regular la actividad y la
distribucién de dichas kinasas en el interior celular, lo que puede tener unas implicaciones
funcionales muy importantes. Muchos receptores acoplados a proteina G emplean simultaneamente
diferentes mecanismos para la activacion de MAP kinasas (Pierce et a/, 2001). El crosstalk entre
algunos de estos receptores y los receptores de EGF (Endothelial Growth Factor) conduce a la
activacion y translocacion al nicleo de ERK1/2 y por lo tanto a actividad proliferativa; por el
contrario, la activacion de ERK1/2 dependiente de [-arrestina conlleva una activacion
predominantemente citosolica de la kinasa sin resultados mitogénicos (DeFea et a/, 2000a). Este no
es un fendmeno del todo generalizable ya que por ejemplo, el receptor NK1R (NeuroKinin 1
Receptor) al activarse incrementa de manera importante tanto los niveles citosdlicos como
nucleares de las kinasas ERK1/2 activas resultando en efectos mitogénicos y anti-apoptdticos,

mientras que un mutante del receptor incapaz de reclutar a las B—arrestinas presenta una gran

disminucion de la activacion de ERK1/2 en el nlcleo y por lo tanto sin efectos proliferativos o de

supervivencia celular (DeFea et a/, 2000b).

1.1.4. Regulacion de la actividad de los GPCRs

La exposicion al agonista normalmente comporta la atenuacion de la respuesta del receptor.
Este proceso se denomina desensibilizacion y es consecuencia de una combinacion de diferentes
mecanismos, entre los que se incluye el desacoplamiento del receptor de las proteinas G como
consecuencia de su fosforilacion (Hausdorff et al, 1989; Lohse et al, 1990), internalizacion del
receptor a compartimentos intracelulares (Hermans et al., 1997; Trejo et al., 1998) y la disminucion
del nimero de receptores debido a la disminucién del mRNA y de la sintesis proteica, asi como la
degradacién tanto lisosomal como en la membrana plasmatica de los receptores preexistentes
(Jockers et al., 1999; Pak et al, 1999). En el caso de las fosforilaciones estos fendmenos tienen
lugar en segundos, minutos en el caso de las endocitosis y horas para los casos de regulacion de la
expresion. La desensibilizacion del receptor puede ser completa, como ocurre en el sistema olfativo

y visual o atenuada disminuyendo la potencia del agonista y su respuesta maxima, como ocurre
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con el receptor $3,-adrenérgico (Sakmar, 1998). El grado de desensibilizacion depende de un gran
numero de factores que van desde la estructura del receptor al ambiente celular.

La forma mas rapida por la cual un GPCR se desacopla de la proteina G es a través de
modificaciones covalentes del receptor como consecuencia de la fosforilacion por kinasas
intracelulares. Tanto las proteinas kinasas dependientes de segundo mensajero (cAMP-dependent
protein kinase (PKA) y protein kinase C (PKC)) como las GRKs (G-protein coupled receptor kinases)
fosforilan en residuos de serina y treonina del tercer bucle intracelular y del extremo C-terminal del
receptor (Lefkowitz, 1993; Krupnick and Benovic, 1998). Estas proteinas kinasas dependientes de
segundo mensajero no solo fosforilan GPCRs activados por agonista, sino que fosforilan
indiscriminadamente receptores que no han sido expuestos a agonista (Hausdorff et a/, 1989). En
cambio, los miembros de la familia GRK fosforilan selectivamente receptores activados por

agonista, de forma que promueven la unién de cofactores citosélicos proteicos como las (3-
arrestinas, que estericamente desacoplan el receptor de la proteina G (Lohse et a/,, 1990).

La internalizacion de GPCRs es un fendmeno comun observado tras la estimulacion por
agonista. De hecho, el trafico de receptores desacoplados a compartimentos endosomales permite
la desfosforilacion y el recirculamiento del receptor a la superficie celular (Krueger et al, 1997).
Esto contrasta con la regulacién a la baja observada tras la exposicién prolongada al agonista, que
da pie a que el receptor sea marcado para entrar en la via de degradacion (Bohm et a/,, 1997). Las
GRKs y B-arrestinas parecen ser moléculas clave reguladoras para la internalizacién del receptor, ya
que estas proteinas parecen interaccionar con componentes de la via de endocitosis mediada por
vesiculas de clatrina. En respuesta a la activacion de un GPCR, las [-arrestinas citosolicas
translocan hacia la membrana plasmatica uniéndose a los receptores a la vez que se inicia el

proceso de endocitosis mediado por clatrina.

No todos los GPCRs necesariamente se internalizan por un mecanismo dependiente de (-
arrestina y clatrina. Existen evidencias experimentales que sugieren que los GPCRs pueden
internalizarse por vias endociticas alternativas. Algunos GPCRs se han encontrado en estructuras de
membrana ricas en colesterol llamadas caveolas (Chun et a/, 1994; Huang et al, 1997; Burguefio
et al, 2003a). Estos dominios también son conocidos como dominios de sefializacion donde los
GPCRs pueden localizarse e interaccionar especificamente en este subdominio con proteinas de
sefializacion, ademas de jugar un papel clave en la desensibilizacion y trafico de los receptores ya
que el uso de agentes bioquimicos que disrumpen estas estructuras son efectivos en la inhibicion
de la endocitosis de ciertos GPCRs (Gines et al,, 2001; Escriche et al., 2003).
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Finalmente, ciertos receptores son susceptibles de usar una tercera via endocitica. Aunque no
se han identificado ni las proteinas de cubierta ni las proteinas adaptadoras para la generaciéon de

estas vesiculas (Claing et al., 2000).

Una vez internalizados, los receptores son marcados para entrar en vias de reciclaje o
degradativas. Algunos GPCRs, entre los que se incluye el receptor [,-adrenérgico, pueden ser
reciclados a la membrana plasmatica, como receptores totalmente competentes después de unos
minutos tras ser internalizados (Pipping et al., 1995). Otros como el receptor de vasopresina tipo 2
es retenido en la célula durante un cierto periodo de tiempo antes de ser reciclado a la membrana
(Innamorati et al, 2001), mientras que otros como los receptores de &-opiodes o trombina son
mayoritariamente degradados (Tsao and Von Zastrow, 2000). Para la mayoria de GPCRs parte es
reciclada y parte es degradada, como ocurre con los receptores de adenosina (Escriche et al.,
2003).

La desensibilizacién de los GPCRs y su endocitosis pueden actuar como intercambiadores
moleculares acoplando a los GPCRs a vias de transduccién de sefial alternativas. Como se ha
mencionado en el apartado anterior las B-arrestinas no solo funcionan en el secuestro de GPCRs
para la desensibilizacidn e internalizacion, sino como proteinas para transducir y compartimentar las
sefiales alternativas, ya que estas proteinas tienen la habilidad de interaccionar con una variedad
de proteinas endociticas y de sefializacién como las c-Src (Luttrell et a/, 1999), MAPK y Raf (DeFea
et al., 2000a).

1.1.5. El fenomeno de la actividad constitutiva

La activacion de un receptor acoplado a proteina G se explica como un cambio de
conformacion que sufre el receptor una vez une el ligando agonista, pasando de un estado inactivo
a uno activo, existiendo un equilibrio entre ambos estados. La actividad constitutiva que presentan
estos receptores representa una isomerizacion del receptor al estado activo en ausencia de ligando
(Seifert and Wenzel-Seifert, 2002). Como consecuencia de este cambio en el equilibrio
conformacional del receptor, se promueve el intercambio GDP-GTP en las proteinas G acopladas al
receptor, aumentando la actividad basal de dicha proteina G y de los subsiguientes sistemas

efectores. Este fendomeno fue descrito por primera vez para el receptor 8-opiodes (Costa et al.,
1989).
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Esta actividad constitutiva es inhibida por la accion de los compuestos conocidos como
agonistas inversos, que actian sobre el receptor de manera que estabilizan el estado inactivo y por
lo tanto minimizan el intercambio GDP-GTP. Estos compuestos actuarian de forma opuesta a los
agonistas, los cuales estabilizan el receptor en la forma activa y por lo tanto inducen su
senalizacién. De esta manera, se ha propuesto la existencia de multiples conformaciones de los
receptores con distintas actividades bioldgicas (Seifert and Wenzel-Seifert, 2002). Estas
conformaciones estarian estabilizadas por diferentes tipos de compuestos, siendo la mas favorable
para la sefalizacion del receptor aquella estabilizada por un agonista; seguidas por los agonistas
parciales, que serian compuestos con una menor eficiencia para estabilizar el receptor en la
conformacion mas activa y por lo tanto promueven un menor intercambio GDP-GTP. A continuacion
vendrian los antagonistas neutros o simplemente antagonistas que no alterarian el equilibrio entre
la forma activa y la inactiva, pero con la capacidad de bloquear el efecto de los agonistas y de los
agonistas inversos. Por Ultimo, estarian los agonistas inversos parciales y los agonistas inversos,
que serian capaces de estabilizar al receptor en su estado inactivo, en un menor y mayor grado
respectivamente, reduciendo la actividad basal o constitutiva del receptor. Los efectos de los

ligandos se esquematizan en la figura 6.

a b
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Figura 6. Activacion de los receptores acoplados a proteina G segin el modelo de dos
estados. a. Modelo de dos estados que asume isomerizacion del receptor de un estado inactivo R a uno
activo R*. b. Accion de los diferentes tipos de ligandos sobre la actividad constitutiva del receptor.
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1.2. Oligomerizacion de GPCRs: Un concepto

revolucionario

Debido a las caracteristicas estructurales de los receptores de 7 dominios transmembrana y a
su localizacién subcelular, estos son capaces de interaccionar con una gran variedad de proteinas
tanto intracelulares como de la misma membrana plasmatica. Estas interacciones determinan las
propiedades del receptor, como la compartimentacion celular o la seleccion de senal, por citar
algunas. Entre las proteinas que pueden interaccionar con los receptores de siete dominios
transmembrana se incluyen los propios miembros de la misma familia. Estos receptores
clasicamente se han considerado como unidades funcionales independientes por lo que el
descubrimiento de la homo- y heteromerizacion de GPCRs revoluciond la forma de afrontar el
estudio de su funcionalidad. Hoy dia, se acepta que la oligomerizacion es un hecho comdn en la
biologia de estos receptores. Los oligomeros presentan caracteristicas funcionales diferentes a las
de los receptores que los constituyen; asi, la oligomerizacién, al conferir nuevas propiedades a los
GPCRs, constituye un posible mecanismo de generar nuevas funciones en estos receptores. Por
tanto la oligomerizacion ha dado lugar a un nuevo nivel de complejidad que gobierna la

sefializacidn y regulacion de estas proteinas.

1.2.1. Regiones implicadas en la interaccion con otras proteinas

Por su topologia los GPCRs permiten diversas interacciones con una amplia variedad de
proteinas para ejercer unas determinadas funciones. En la figura 7 se esquematiza los posibles
dominios del receptor que pueden estar implicados en interacciones con otras proteinas a ambos

lados de la membrana.

Figura 7. Representacion esquematica de un
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muchos casos cortos. En la cara intracelular, tanto el extremo C-terminal como el tercer bucle
intracelular (IC3) pueden presentar un tamafio considerable, por lo que son estas regiones las mas
probables para interaccionar con proteinas implicadas en sefalizacion o en la localizacion subcelular
mediadas por asociacion a proteinas citoesqueléticas o las relacionadas con el trafico de estos
receptores. La naturaleza de estas interacciones puede ir desde las interacciones transitorias, por

ejemplo para sefializar, a otras mucho mas estables.

Existen crecientes evidencias de que las interacciones receptor-proteina extracelulares
pueden jugar un papel importante en la farmacologia de los GPCRs. Un ejemplo es el caso del
enzima adenosina desaminasa (ADA), proteina multifuncional que puede estar presente en la
superficie de la célula anclada a diferentes proteinas como los receptores de adenosina A; y Ay
(Saura et al., 1996; Herrera et al., 2001). Estas interacciones parecen ser esenciales para que estos

receptores muestren el estado de alta afinidad por su ligando.

Respecto a las interacciones receptor-proteina intracelulares, ademas de las clasicas
implicadas en la transduccion de sefial, se han descrito un gran nimero de interacciones que son la
base de la formacién de complejos macromoleculares responsables de la localizacién de estos
receptores en determinados dominios celulares. Las proteinas andamio o scaffolding proteins o
scaffolds, actualmente son consideradas como organizadoras de complejos multiproteicos en
diversos compartimentos celulares como por ejemplo las densidades post-sinapticas neuronales y
son las responsables de mantener estos receptores en esta localizacion. En un mismo scaffold se
agrupan varios dominios de interaccion proteina-proteina, proporcionando un soporte especifico
que permite el ensamblaje de complejos multiméricos concretos para cada necesidad estructural o
funcional (Huber, 2001). Los GPCRs interaccionan con proteinas andamio que los conectan con el
citoesqueleto celular (Hering and Sheng, 2001).

Las proteinas scaffolds son ricas en dominios tales como los SH2 (Scr-Homology 2), SH3 o
PDZ ( Post-synaptic-Density-95/Discs-large/Z01), que se han conservado a lo largo de la evolucion.
En los Ultimos afios se ha descrito un gran nimero de interacciones entre los receptores acoplados
a proteina G y proteinas que contienen el dominio PDZ. Las proteinas que contienen este dominio
se sabe que tienen un papel importante en la modulacion de la sefial, ya que definen la
composicion molecular de los complejos de sefalizacidon en microcompartimentos y, en algunos
casos, la localizacion precisa de estos complejos en la célula. Por ejemplo, el factor regulador del
intercambio Na*/H* (NHERF: Na’/H® Exchange Regulatory Factor) que interacciona con el receptor
B,-adrenérgico, se ha visto que promueve la clusterizacién y la endocitosis del receptor (Hall et al.,
1998). También la proteina Homer-1b que interacciona con el receptor metabotrdpico de glutamato

tipo 1 (MGIuR1) se ha demostrado que, por accién del Ca?*, induce movilizacidn hacia la membrana
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de estos receptores (Roche et a/, 1999). Por otra parte, proteinas con dominios PDZ, como la
espinofilina, se ha visto que pueden interaccionar con receptores D, de dopamina y «,-adrenérgicos
via un nuevo dominio no-PDZ, actuando como una proteina andamio que liga estos GPCRs con

proteinas sefalizadoras como PP-1 (Smith et a/, 1999; Richman et al., 2001).

Otros ejemplos de proteinas andamio que interaccionan con receptores de siete dominios
transmembrana son la «-filamina y el receptor de dopamina D, (Lin et al, 2001), la «-actinina y el
receptor A, de adenosina (Burguefio et a/, 2003b) y la familia de proteinas Shank y varios GPCRs
como el receptor metabotrdpico de glutamato 1 (mGIuR1) o el receptor de somatostatina tipo 2
(SSTR;) (Sheng and Kim, 2000).

Aparte de las interacciones que tienen lugar en el espacio extracelular e intracelular, los
receptores acoplados a proteinas G son capaces de interaccionar, a nivel de membrana, con otros

receptores o canales idnicos, tal como se describe a continuacion.

1.2.2. Interacciones entre GPCRs

La ampliamente reconocida dimerizacion de muchas proteinas de la superficie celular
contrasta con el clasico modelo propuesto para los GPCRs. Tradicionalmente los mecanismos de
union de ligandos y de transduccion de sefial para los receptores acoplados a proteina G se
basaban en el supuesto de que éstos actuaban como mondmeros o unidades independientes con
estequiometria 1:1 respecto a su proteina G. Pero desde mediados de los afos 90, diversos
estudios han demostrado la oligomerizacion de numerosos GPCRs, y de la relevancia que esto

supone para la regulacion de estos receptores.

A mediados de los anos 70, ciertas evidencias farmacoldgicas indirectas llevaron a pensar a
los investigadores en la posibilidad de que los receptores acoplados a proteina G pudieran actuar
como dimeros. Las complejas curvas de unidn, tanto de agonistas como de antagonistas de estos
receptores, se interpretaron como evidencias de una cooperatividad que se podia explicar mediante
interacciones entre lugares de unién de los receptores en complejos diméricos o multiméricos
(Limbird et al., 1975; Wreggett and Wells, 1995; Franco et a/.,, 1996).

Pero no fue hasta la década de los 90 que se reabrio la cuestion a raiz de los estudios de

complementacion y de coinmunoprecipitacion de Maggio y colaboradores (Maggio et al., 1993).
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Utilizaron quimeras de los receptores «,-adrenérgicos y M; muscarinicos compuestas de los cinco
primeros dominios transmembrana de uno de los receptores y los dos Ultimos del otro receptor.
Cuando cada quimera se expresaba independientemente no se podia observar ni union ni
sefializacidn tras exposicién al ligando, pero cuando ambas eran co-transfectadas se recuperaba la
union y la sefializacion tanto para ligandos adrenérgicos como muscarinicos.

De igual manera, otros experimentos de tipo bioquimico apoyaban también la idea de la
oligomerizacién de los receptores acoplados a proteina G. Utilizando una estrategia de
coinmunoprecipitacion usando los receptores 3,-adrenérgicos marcados con diferentes epitopos se
obtuvo una evidencia bioquimica directa de la formacion de homodimeros (Hebert et a/, 1996).
Cuando los receptores [3,-adrenérgicos marcados con los epitopos Myc y HA se co-expresaban y se
inmunoprecipitaban con un anticuerpo contra el epitopo Myc, se detectaba inmunoreactividad para
el epitopo HA en los inmunoprecipitados, lo que fue considerado como una evidencia de una
interaccion intermolecular entre los dos tipos de receptores diferencialmente marcados. Mediante
aproximaciones similares de coinmunoprecipitacion se ha demostrado la dimerizacion de receptores
tales como los GABAg (White et al, 1998), los mGlu5 (Romano et al., 1996) o los 6-opiodes (Jordan

and Devi, 1999), entre otros.

Durante la Ultima década diversos descubrimientos han demostrado que el que los GPCRs
dimerizaran no esta limitado solo ha la formacion de homodimeros (homdmeros), sino que también
podian interaccionar con otros miembros de la familia de GPCRs para formar heterodimeros
(hetero-oligomeros). La homodimerizacion esta definida como la asociacion fisica entre proteinas
idénticas, mientras que la heteromerizacion es la asociacion entre proteinas distintas. Esta
asociacion puede ser entre dos mondmeros para formar dimeros o entre multiples monémeros para
formar oligomeros. Las técnicas hasta la fecha disponibles no permiten distinguir entre dimeros u
oligomeros, de forma que el término dimero es a menudo usado como la forma mas simple de
unidad funcional oligomérica.

Se ha demostrado la formacion de dimeros para una gran variedad de receptores, en las

tablas 1 y 2 se describen algunos ejemplos de homodimeros y heterodimeros.

Tabla 1. Ejemplos de homodimeros Tabla 2. Ejemplos de heterodimeros
Familia 1 Adenosina A;-Dopamina D;
Adenosina A; Serotonina 5-HT;g Adenosina A;-mGlul
Adenosina Aa Serotonina 5-HT;p Adenosina A;-Purinérgico P2Y;
Angiotensina II AT, Somatostatina SSTRia Adenosina Ax-Dopamina D,
Bradiquinina B, Somatostatina SSTR;s Adenosina A;i-mGlu5
Dopamina D, Somatostatina SSTR;c Angiotensina AT;-AT,
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Angiotensina AT;-Bradiquinina B,

Dopamina D,-Dopamina Ds

GABAgR:-GABAgR,

Dopamina D, Somatostatina SSTR;a
Dopamina Ds Tirotropina
Histamina H, Vasopresina V,
Histamina Hy4 B-adrenérgico

Hormona Luteinizante

Melatonina MT;-MT,

Muscarinico M,-Ms

Melatonina MT;

Familia 2

Melatonina MT,

Muscarinico M,

Hormona liberadora
de gonadotropina

Opiode d-B-adrenérgico

Opiode 8-k

Opiode 6-p

Opiode k-B-adrenérgico

Citoquina CCR2-CCR5

Serotonina 5-HTg-5-HTip

Somatostatina SSTR;4-SSTR;c

Muscarinico M3 Repta IgG
Opiode &
Opiode k Familia 3
Opiode p GABAgR;
Citoguina CCR2 GABAgR,

Somatostatina SSTRg-Dopamina D,

Citoquina CCR5

metabotropico de glutamato mGlul

Somatostatina SSTR;g-SSTR;a

Citoquina CXCR4

metabotropico de glutamato mGlu5

TIR1-TIR3

Sensor de Ca**

TIR2-TIR3

El ensamblaje de oligomeros proteicos permitiria expandir la diversidad con un ndmero
limitado de elementos modulares, esto es mas la regla que la excepcion dentro de la Biologia.
Hasta hace poco, se creia Unicamente que el conjunto de interacciones intramoleculares podian
caracterizar las conformaciones activas e inactivas tras la union del ligando. Actualmente ya hay
evidencias de que ademas de las interacciones especificas intramoleculares, las interacciones
intermoleculares entre mas de un receptor en la formacién de homo- y hetero-oligomeros también
son importantes para definir los estados de activacion de un receptor. Por tanto se ha propuesto
gue las interacciones intermoleculares participan en la actividad de los GPCRs (Brady and Limbird,
2002). Las interacciones entre GPCRs son cruciales para entender el variado cross-talk que se
observa, sobre todo entre receptores de neurotransmisores. La oligomerizacion de receptores
neuronales permite hipotetizar sobre el alto grado de diversidad y plasticidad que es caracteristico
de una estructura altamente organizada y compleja como es el cerebro.

Se ha descrito un nivel superior de organizacion por el que los receptores acoplados a
proteina G forman estructuras compuestas no solo por homo- o heterodimeros, sino por complejos
supramoleculares formados por varios receptores y una variedad de proteinas, como enzimas y
otras proteinas que modifican la actividad del receptor (RAMPs, ReceptorActivity Modifying
Proteins); que interaccionan tanto a lo largo de la membrana (interacciones horizontales), como a
través de ella, desde el medio extracelular al intracelular (interacciones verticales). Estos
oligémeros al ser activados por hormonas o neurotransmisores se redistribuyen en la membrana y
dan lugar a clusters. Se hipotetiza que cada receptor presente en el heterémero se intercomunica

con los demas a través de los lipidos de membrana y las proteinas de anclaje. Los clusters

31



[. introduccién

supondrian un nivel superior de regulacion de los receptores y enzimas asociados y podrian ser
regulados por otros receptores en estos complejos y también por otras moléculas que no

interaccionan fisicamente con ellos, pero se comunican con ellos en el cluster (Franco et al., 2003).

1.2.3. Arquitectura de los diméros de GPCRs

Para explicar el fendmeno de la dimerizacion de los receptores acoplados a proteina G se
pueden considerar dos posibilidades: que estas interacciones sean indirectas o bien que sean
directas. En el caso de las interacciones indirectas, éstas son a través de otras proteinas que hacen
de puente, como proteinas del citoesqueleto. Las interacciones directas entre miembros de la
familia de GPCRs no precisan de otras proteinas. Se cree que en la mayoria de estos casos los
oligomeros se pre-forman en el RE, por lo que no son modulables por ligando, entendiendo la
modulaciéon como la formacion o destruccion del oligdmero. La oligomerizacion, y especialmente la
directa, puede conferir nuevas caracteristicas a los receptores implicados ya que los cambios
conformacionales sobre uno de los receptores se transmiten directamente al otro receptor, lo que

constituye un nivel mas de regulacion de las funciones del receptor.

En el caso de las interacciones indirectas entre GPCRs hace falta la mediacion de terceras
proteinas. Los dominios intracelulares de los GPCRs se unen a un gran nimero de proteinas
citosdlicas, algunas de las cuales, por sus caracteristicas intrinsecas, han sido propuestas como
posibles candidatas a participar en la dimerizacion de los receptores con los que interaccionan.
Muchas de estas proteinas son proteinas andamio o scaffolding proteins, que, como se ha
mencionado anteriormente, proporcionan una estructura compleja en la cual diversos receptores
pueden interaccionar entre ellos y con otras proteinas involucradas en la transduccion de sefal,

controlando la velocidad y la especificidad de dicha sefializacion.

La gran complejidad estructural que existe en esta superfamilia no permite pensar en un
Unico mecanismo de interacciéon directa. Asi pues, las interacciones directas pueden tener lugar
mediante enlaces covalentes (puentes disulfuro) y/o no covalentes (fuerzas hidrofdbicas y/o
electroestaticas) entre los dominios transmembrana y/o los dominios intracelulares de los

receptores. Estas posibles interacciones directas se ejemplifican en la figura 8.
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Extraido y modificado de Bouvier et a/, 2001, Nat. Rev. Neurosci. 2

Figura 8. Mecanismos de oligomerizacion directa entre GPCRs.

En la familia C de receptores acoplados a proteina G el gran dominio N-terminal extracelular
contiene varios residuos de cisteina que pueden contribuir a la dimerizacion mediante puentes
disulfuro (Romano et al, 1996; 2001; Robbins et a/, 1999). Asi, se ha demostrado que la
eliminacion de este dominio previene la dimerizacion del receptor metabotrdpico de glutamato
mGlul. También se ha observado que la existencia de puentes disulfuro entre los extremos amino
terminal, ademas de otras interacciones no covalentes, juegan un papel clave en la dimerizacion de
los receptores de glutamato mGlu5 (Romano et a/, 1996). Por otro lado, una mutacion puntual de
un residuo clave de cisteina de estos receptores indica que este residuo participa en la dimerizacion
pero que no es el Unico punto de contacto (Tsuji et a/, 2000; Ray and Hauschild, 2000). También
se ha demostrado la necesidad de puentes disulfuro en la oligomerizacién de algunos receptores de
la familia A. Asi, se ha descrito la disociacion del homodimero mediante agentes reductores para los

receptores x- y d-opiodes o los receptores D; de dopamina, entre otros (Cvejic and Devi, 1997;

Jordan and Devi, 1999; Lee et al, 2000). Por otra parte cabe destacar que la disociacion del
oligémero al tratar con agentes reductores no se detecta por igual para todos los receptores (Lee et
al., 2000), ni se consigue siempre disociar completamente el dimero incluso en los casos que el
receptor es sensible al tratamiento.

En la heterodimerizacion de las dos isoformas de los receptores GABAg se ha descrito una
interaccion directa entre dominios coiled-coil localizados en los extremos C-terminal de los mismos
(White et al, 1998). Sin embargo, estudios de mutagénesis han revelado que si bien el dominio
coiled-coil es importante para la funcionalidad del receptor no es el Unico responsable de la
formacion del heterodimero, ya que la delecion de este dominio no consigue eliminar la formacion
del mismo (Margeta-Mitrovic et a/, 2000). Otro ejemplo donde el dominio C-terminal del receptor
ha sido descrito como fundamental para la homodimerizacién del receptor lo constituye el receptor

8-opiode, ya que al delecionarse los Ultimos 15 aminoacidos del receptor se pierde la capacidad de

formar dimeros (Cvejic and Devi, 1997).
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Finalmente, la dimerizacion directa entre receptores acoplados a proteina G puede estar
mediada por interacciones idnicas o hidrofdbicas entre los dominios extracelulares, intracelulares o
transmembrana del receptor. Se ha demostrado la interaccidn idnica entre péptidos presentes en
los dominios intracelulares que contienen respectivamente dos o mas cargas positivas adyacentes
(por ejemplo, RR, KK o RKR) y dos o mas cargas negativas (por ejemplo, DD o EE) o residuos
aminoacidicos fosforilados (Woods and Huestis, 2001; Woods et al, 2002). Recientemente en
nuestro grupo hemos demostrado la participacion de residuos cargados y/o fosforilados en la
heteromerizacion de los receptores A, de adenosina y D, de dopamina (Ciruela et a/, 2003). La
idea de que las interacciones hidrofébicas podrian tener un papel relevante en la formacion de los
dimeros se propuso por primera vez para el receptor (3,-adrenérgico. Mediante el uso de péptidos
sintéticos y mutagénesis dirigida se propuso que residuos concretos de glicina y de leucina situados
en el sexto dominio transmembrana del receptor estaban involucrados en su dimerizacién (Hebert
et al, 1996). Las interacciones entre dominios transmembrana han sido también propuestas como

implicadas en la homodimerizacion de receptores de dopamina (Ng et a/., 1996).

Mediante estudios computacionales Gouldson (Gouldson et al, 2000) propuso dos modelos
alternativos tridimensionales que explicarian la dimerizacién de los receptores acoplados a proteina
G. En ambos modelos se propuso que los dominios transmembrana cinco y seis (TM5-6) estarian
involucrados en el contacto o interfase entre receptores, asi como un papel importante para el 3
bucle intracelular (IC3).

El primer modelo se conoce como domain swapping model/, o modelo del intercambio de
dominio y considera que cada unidad funcional en el dimero esta compuesta por los 5 primeros
dominios transmembrana de un receptor y los dos ultimos del otro. Asi, si ambos dominios por
separado de un mismo receptor se coexpresan conjuntamente se recupera el receptor funcional
(Scarselli et al, 2000). Este modelo racionaliza la complementacion funcional observada por Maggio

y colaboradores con las quimeras de los receptores «,-adrenérgico y Ms muscarinico (Maggio et al.,

1993) que se ha comentado anteriormente.

El segundo modelo es el de contacto y considera que el dimero se formaria por
empaquetamiento lateral de mondmeros individuales, donde los dominios cinco y seis de cada
mondmero formarian la interfase de interaccion. Este seria el caso para el receptor V, de
vasopresina (Schulz et al., 2000).

Ambos modelos se esquematizan en la figura 9. Sin embargo, la validacién de estos
modelos aln esta pendiente, probablemente a la espera de la resolucion de la estructura del

oligbmero de GPCR.
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Figura 9. Modelos tridimensionales de la dimerizaciéon de GPCRs.

1.2.4. Técnicas para el estudio de la oligomerizacion de GPCRs

Las técnicas utilizadas para el establecimiento de la formacion de oligomeros de GPCRs son
de indole muy variada, como técnicas farmacoldgicas, utilizacion de quimeras, aproximaciones
bioquimicas y técnicas de biofisica. A menudo la demostracidon de la oligomerizacion de GPCRs

requiere la utilizacion de algunas o incluso todas ellas.

Los estudios farmacoldgicos pueden constituir la primera evidencia de la existencia de
homodimeros entre GPCRs como resultado del andlisis de la union de radioligandos a los
receptores, en aquellos casos en los que se detecte tanto cooperatividad positiva como negativa. El
fendomeno de la cooperatividad no puede ser explicado considerando la existencia de distintos
estados de activacion de los receptores monoméricos en equilibrio, y requiere la formulacion de un
modelo que considera la forma dimérica del receptor y explica la cooperatividad de manera natural
por analogia a los enzimas (Franco et al, 2005a). Una evidencia contundente de la existencia de
hetero-oligomeros, la constituyen los cambios cinéticos en la unién de radioligandos a un receptor
provocados por la unién de ligandos no radioactivos al otro receptor en el heterémero, utilizando
preparados de membrana de células o de tejido que expresen los receptores. En preparaciones de

membrana aisladas no existe ninguna maquinaria celular que pueda producir un cross-talk indirecto
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(por ejemplo, un cross-talk a nivel de segundos mensajeros) y la existencia de una modulacion a
nivel de unién de radioligandos sélo puede ser explicada mediante una interaccion molecular entre
ambos receptores. En estos casos la unién de un ligando a un receptor induce cambios
conformacionales en el otro receptor que modulan su capacidad de unir ligandos. Estos cambios
conformacionales sélo se pueden producir si ambas proteinas interaccionan molecularmente.

Respecto a la utilizacion de receptores quimera y mutantes, un estudio pionero que
demostraba que los GPCRs pueden funcionar como dimeros fue el elegante estudio llevado a cabo
por Maggio y colaboradores (Maggio et al, 1993), usando quimeras de los receptores oy-
adrenérgico/Ms; muscarinico compuestas por los 5 primeros dominios transmembrana de uno de los
receptores y los dos Ultimos dominios transmembrana del otro, que ya se ha mencionado
anteriormente. En la misma linea se ha observado que diversos receptores mutantes actian de
dominantes negativos cuando son expresados con su receptor en la forma nativa (wild type)
(Benkirane et al, 1997; Bai et al, 1998; Zhu and Wess, 1998). En estos casos, la dimerizacion
entre el wild typey el receptor inactivo es la Unica explicacion de este fendmeno.

En los Ultimos afios, una de las aproximaciones bioquimicas mas cominmente usadas para el
estudio de la dimerizacion de GPCRs ha sido la coinmunoprecipitacion de receptores
diferencialmente marcados. El primer estudio que se llevo a cabo utilizando esta aproximacion fue
realizado por Hebert y colaboradores (Hebert et al, 1996) en el cual demostraban la existencia de
interacciones especificas entre los receptores (3,-adrenérgicos. Desde entonces, se han utilizado
estrategias similares para documentar la homodimerizacion de receptores D, de dopamina (Ng et
al, 1996), receptores metabotropicos de glutamato tipo 5 (mGIu5) (Romano et al, 1996),
receptores &-opiodes (Cvejic and Devi, 1997) y otros. Mas recientemente, se han efectuado
experimentos de coinmunoprecipitacion para demostrar la existencia de heterodimeros entre
receptores relacionados, como los subtipos GABAgR; y GABAgR, (Jones et al, 1998; Kaupmann et
al, 1998; White et al, 1998) o 6-opiodes y x-opiodes (Jordan and Devi, 1999), y menos
relacionados como los receptores de adenosina A; y D; de dopamina (Gines et al, 2000), los
receptores de angiotensina AT; y bradikinina B, (AbdAlla et a/, 2000) o el de &-opiodes y B»-
adrenérgico (Jordan et al., 2001).

Aunque bastante convincentes, las coinmunoprecipitaciones y los analisis por western-blot
requieren de la solubilizacion del receptor de la membrana, lo que no permite descartar que los
dimeros observados puedan ser artefactos debidos al tratamiento con detergentes, considerando la
naturaleza hidrofébica de estas proteinas. A pesar de todos los controles usados para descartar
esta posibilidad, la aceptacién generalizada de la dimerizacién de GPCRs permanecia pendiente de

una demostracidn directa de que estos complejos existen en células vivas. Esto fue posible con el
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desarrollo y la utilizacion de métodos biofisicos basados en la transferencia de energia por
resonancia.

Estas aproximaciones estdn basadas en la transferencia no radioactiva de energia de
excitacion entre dos dipolos electromagnéticos, un dador energético y un aceptor. En el caso de la
transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET; Fluorescence or Forster Resonance
Energy Transfer), tanto el dador como el aceptor son moléculas fluorescentes, mientras que en la
transferencia de energia de resonancia bioluminica (BRET; Bioluminescence Resonance Energy
Transfer) el dador es biolumiscente y el aceptor fluorescente.

Para que este fendmeno tenga lugar es necesario que se cumplan dos requisitos. El primero,
que el espectro de emision del dador y el espectro de excitacion del aceptor se solapen, de forma
que el dador no emite completamente la energia que debiera, si no que transfiere parte de su
energia al fluoréforo aceptor, el cual emite como si hubiera sido excitado directamente. Para que
esto tenga lugar tanto el dador como el aceptor han de estar muy proximos en el espacio (<100
R), que es el segundo requisito que se tiene que dar para que tenga lugar el fendmeno de
transferencia de energia.

La dependencia critica de la distancia entre dador y aceptor para la transferencia de energia
(la eficiencia de la transferencia disminuye con la sexta potencia de la distancia) hace que los
sistemas de BRET/FRET sean los elegidos para monitorizar las interacciones proteina-proteina en
células vivas. El rango de efectividad para que la transferencia tenga lugar es de menos de 10 nm,
esta distancia es comparable a las dimensiones de los complejos moleculares bioldgicos. Asi, a
diferencia de la coinmunoprecipitacion, las técnicas de transferencia de energia ofrecen una
aproximacion Unica que permite detectar la dimerizacion de proteinas en células vivas, sin

perturbar el entorno donde este fendmeno ocurre.

Para la técnica de FRET se utilizan las diferentes variantes de la proteina fluorescente verde
(GFP: Green Fluorescence Protein) obtenidas por mutacion. Estas mutaciones confieren diferentes
propiedades espectrales, de forma que utilizando dos formas diferentes de mutantes con las
caracteristicas espectrales adecuadas fusionadas a las proteinas en estudio nos permiten
determinar si estas estan lo suficientemente cercanas como para transferirse energia.

La pareja mas ampliamente utilizada para los experimentos de FRET son las variantes YFP
(Yellow Fluorescence Protein) y GFP?. Esta Ultima variante de la GFP ha sido optimizada para ser
usada como pareja de FRET con la YFP. La GFP? se excita a 400 nm y emite a 510 nm, mientras
que la YFP se excita a 485 nm y emite a 530 nm.

En la figura 10 se muestran los espectros tanto de excitacién como de emisién de estas dos
proteinas, y las ventanas de los correspondientes filtros tanto de excitacion como de emision. Asi

mismo también se esquematiza el fendmeno de FRET.
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Figura 10. Espectros de excitacion y de emisién para las proteinas fluorescentes GFP? e
YFP, con las ventanas de excitacion y las de lectura de emision. Esquema del fenémeno de FRET.

Como se muestra en la figura 10. a el pico maximo de excitacion de la GFP? es a 400 nm,
por lo que se utiliza un filtro de excitacion de 10 nm de paso de banda a esta longitud de onda
(393-403 nm). Una vez la GFP? se excita ésta emite a su longitud de onda caracteristica de 510 nm
como se muestra en la figura 10. b, que se solapa con la excitacion de la YFP (figura 10. a). Si
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ambas proteinas estan proximas en el espacio tendra lugar una transferencia de energia entre la
GFP? y la YFP, de forma que la YFP emitird a su longitud de onda con un pico a 530 nm, figura 10.
b.

Ambas emisiones se recogen en dos canales diferentes. Como se muestra en la figura 10. b,
en ambos canales de deteccion hay una contribucién de ambas fluorescencias, de forma que para
cuantificar la sefial de FRET se han de separar los dos espectros de emision. Por tanto la eficiencia
de FRET es la fluorescencia normalizada de la proteina aceptora (YFP) cuando se excita a 400 nm

(longitud de onda de excitacién de la proteina dadora (GFP?)).

La luminiscencia es un proceso que ocurre en la naturaleza en varios animales marinos como
en la medusa Aequorea victoria o la Renilla reniformis. En estos animales tiene lugar una
degradacién catalitica de la coelenterazina por la luciferasa (R/c) en presencia de oxigeno, de
forma que se genera luz que al ser trasferida a una variante de la proteina GFP, ésta emite
fluorescencia a su longitud de onda caracteristica si ambas proteinas estan lo suficientemente
cercanas.

Durante los ultimos afios, los investigadores han utilizado las ventajas de este fendmeno para
el estudio de la dimerizacién de GPCRs. Se generan proteinas de fusién que unen a un receptor la
proteina fluorescente GFP o sus variantes y al otro receptor la proteina luminiscente R/uc en el
extremo carboxi terminal, al igual que en la técnica de FRET, y se co-expresan. Como se muestra
en la figura 11, en ausencia de dimerizacién la adicion del sustrato genera una sefal
bioluminiscente caracteristica, mientras que si la dimerizacion tiene lugar, la energia es transferida
de la Rluc a la proteina fluorescente, dando lugar a la aparicién de una sefal adicional fluorescente

con un pico de emision caracteristico de la variante usada.
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Extraido y modificado de Bouvier et a/, 2001, Nat. Rev. Neurosci. 2

Figura 11. Representacion del principio de BRET para el estudio de dimerizacion de GPCRs.
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Hasta la fecha se han descrito dos variantes principales de esta técnica, la que se conoce
como BRET o BRET! y la denominada BRET?. En ambos casos el principio es el mismo, pero difiere
el sustrato que cataliza la R/ucy la proteina aceptora. En el BRET el sustrato que se usa es la
coelenterazine h, que al ser metabolizado por la R/uc genera luz con un pico de emision a 480 nm;
emision que permite excitar a la YFP (ya que se solapa con su pico de excitacion), de forma que
ésta emite a 530 nm. En el BRET? el sustrato es DeepBlueC que al ser oxidado por la Riuc emite
una luz a 400 nm de forma que puede excitar a la GFP?; en este caso la longitud de onda a la que
emite esta variante de la GFP es 510 nm. En la figura 12. a y d se muestran los espectros de
excitacion de la YFP (a) y GFP? (d), que como se observa se solapa con el espectro de emision de
la R/uc cuando esta es excitada por coelenterazine h (a) o DeepBlueC (d). En las figuras 12. b y
12. e se muestran los espectros de emision de estas proteinas con los filtros de lectura
correspondientes. Finalmente se esquematiza el fendmeno de BRET en la figura 12. c y el de
BRET” en la 12. f.
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Figura 12. Espectros de excitacion y de emision con los filtros correspondientes de lectura
de emisiéon del BRET y el BRET? En los paneles inferiores representacion esquematica de los
fenémenos de BRET y BRET?.
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En ambas técnicas las emisiones se recogen utilizando dos filtros. Para la R/uc filtros de baja
longitud de onda y de alta longitud de onda para las proteinas fluorescentes. Hay BRET o
transferencia de energia bioluminica cuando la relacion entre la emisién de la proteina aceptora
(YFP en el BRET; GFP? en el BRET?) respecto a la emisién de la R/uc incrementa. Pero como se
observa en la figura 12. b y 12. e, en el canal de deteccion de la proteina fluorescente puede
haber contribucién de la R/iuc, por lo que se normaliza sustrayendo el valor de este canal cuando

solo se expresa la Riuc.

Mediante técnicas de transferencia de energia se ha demostrado la existencia de
homodimeros de los receptor (,-adrenérgico (Angers et al., 2000), 5-opiodes (McVey et al., 2001) y
A,, de adenosina (Canals et al, 2004) entre otros. También se ha realizado una aproximacion
similar para el estudio de heteromeros de receptores acoplados a proteina G, como por ejemplo
entre los receptores de somatostatina SSTR,, ¥ SSTR;g (Rocheville et a/, 2000a), los receptores de
somatostatina SSTRs y los D, de dopamina (Rocheville et al, 2000b) y los receptores A, de

adenosina y D, de dopamina (Canals et a/, 2003).

Las técnicas de transferencia de energia ponen de manifiesto que dos proteinas tienen la
capacidad de interaccionar molecularmente en una célula viva, y que estd es evidentemente la
primera condicion que se debe cumplir para que las proteinas en estudio estén formando
heterémeros /n vivo. Sin embargo, una sefial positiva en células transfectadas con proteinas de
fusion no significa necesariamente que en un tejido que exprese endégenamente estas proteinas,
éstas formen heteromeros, por lo que las técnicas de BRET o FRET deben acompanarse de alguna
otra prueba de oligomerizacion, como por ejemplo la coinmunoprecipitacion de las proteinas
implicadas a partir de tejido. En el caso de receptores de membrana, una evidencia contundente de
la existencia de heterémeros es detectar cambios en la unién de ligandos en uno de los receptores,
cuando se unen ligandos en el otro, ya que como se ha comentado mas arriba en estos
experimentos de unidn de radioligandos se utilizan preparados de membrana exentos de la
magquinaria intracelular, por lo que la modulacién de la unién de ligandos sobre el primer receptor
no se puede producir por un cross-talk de sefializacion si no por contacto directo entre los

receptores.

De todo lo comentado anteriormente se deduce que la existencia de la dimerizacion se ha
puesto de manifiesto en sistemas de expresion heterdlogos. Por contraste, se tiene limitada
informacion sobre fendmenos de oligomerizacidon /n vivo, por eso, el estudio estructural llevado a
cabo por Palczewski y colaboradores (Fotiadis et al., 2003) usando microscopia de fuerza atdmica

tiene una gran relevancia. En este estudio se demuestra, por primera vez y utilizando directamente
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la retina, que la rodopsina se estructura de forma dimérica y se pone de manifiesto una
organizacion oligomérica de GPCR /n vivo. En la figura 13 se muestra la organizacion dimérica de

la cara citoplasmatica de la rodopsina.

Extraido de Fotiadis et a/, 2003, Nature 421:127-128

Figura 13. Topografia de la distribucion dimérica de la rodopsina en la cara citoplasmatica
de los discos de la retina.

En la figura 13.a se muestra la topografia obtenida usando un microscopio de fuerza
atdémica, en la que se observa una distribucion paracristalina de los dimeros de rodopsina. Los
arcos calculados mediante un patron de difraccion (figura 13.b) reflejan una distribucion regular
de la rodopsina en la membrana (figura insertada en 13.a). En la figura 13.c se muestra una
magnificacion de la regidn topografiada en 13.a, en la que se observa columnas de dimeros de
rodopsina, asi como dimeros individuales (enmarcados por una elipse discontinua) y algln

monomero de rodopsina (punta de flecha).

1.2.5. Papel funcional de la dimerizacion

La disponibilidad de una variedad de técnicas para el estudio de la dimerizacién de GPCRs ha
facilitado muchisimo investigar el papel de la dimerizaciéon en la regulacién de la funcién de los
receptores implicados. Esta regulacion tiene lugar a diferentes niveles, desde la modulacion de la
expresion del receptor en la superficie celular hasta el hecho de conferirles nuevas propiedades

farmacoldgicas a los dimeros. Esto Ultimo proporciona una nueva perspectiva para la unidad de
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sefializacion de GPCRs ademas de un futuro para el disefio racional de drogas que actlan a través

de estos receptores.

Un ejemplo claro de la funcionalidad de la dimerizacion lo constituyen los receptores
metabotrépicos GABAz, donde la heteromerizacion de los receptores GABAgR; y GABAgR, es
necesaria para el correcto plegamiento del receptor y su transporte a la membrana plasmatica,
ademas de para su sefializacion.

Tres estudios simultaneos aparecidos en 1998 demostraban que era necesaria la coexpresion
de las dos isoformas del receptor, GABAgR; Y GABAgR,, para la formacion del receptor funcional en
membrana (Jones et al, 1998; Kaupmann et a/, 1998; White et a/, 1998). Cuando se expresa
individualmente la isoforma GABAgR; del receptor, ésta queda retenida intracelularmente en el
reticulo endoplasmatico como glicoproteina inmadura. Por el contrario, cuando es la isoforma
GABAgR; la que se expresa, ésta si que llega a la membrana plasmatica pero no puede unir GABA ni
iniciar la transduccion de la sefial. Cuando ambos receptores se coexpresan, las dos proteinas
alcanzan la superficie celular y forman el receptor funcional (White et a/, 1998). En estudios
posteriores, Margeta-Mitrovick y colaboradores, demostraron que GABAgR, sirve como una
chaperona que es esencial para el correcto plegamiento y el transporte a la membrana de GABAgR;.
La dimerizacion a través de interacciones coiled-coil de las colas C-terminales enmascara la sefial
de retencién en el RE; por lo tanto, permite el transporte del receptor desde el RE a la membrana
plasmatica como dimero (Margeta-Mitrovic et a/, 2000). Estas evidencias, junto al hecho de que un
mutante de la isoforma GABAgR; con capacidad de alcanzar la membrana plasmatica tampoco es
por si solo capaz de iniciar la transduccion de sefial, sefialan al heterodimero como la unidad
funcional.

En muchos casos la oligomerizacidon es un evento temprano en la maduracion del receptor y
su transporte. Por ejemplo, la expresion de formas truncadas de los receptores V, de vasopresina y
CCR5 de citoquinas, provoca la retencidon intracelular de los homodimeros correspondientes,
causando diabetes nefrogénica en el primer caso y una lenta aparicion de los efectos del SIDA en el
segundo (Benkirane et al., 1997; Zhu and Wess, 1998).

En este mismo sentido cabe mencionar que los receptores que forman heteromeros pueden
tener diferentes caracteristicas de internalizacion, es decir, la oligomerizacion puede también
modular las propiedades de trafico de GPCRs mediadas por agonista. Este es el caso de los
heterodimeros de los receptores de somatostatina SSTR; y SSTRs, en el cual la internalizacion del
heterodimero ocurre a pesar de la resistencia a la internalizacién que presenta el monémero SSTR;
(Rocheville et al., 2000b).
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Los estudios de unién de ligando han dado algunas pistas de la relevancia fisioldgica de la
formacion de oligdmeros de GPCRs, ya que la formacion de estos complejos puede resultar en la
generacion de centros con nuevas propiedades para la union de ligando. El primer oligdmero
descrito con distintas propiedades respecto de los receptores constituyentes fue el heterodimero

formado por los receptores §-opiodes y »-opiodes (Jordan and Devi, 1999). Este heterodimero no

presenta alta afinidad por la union de sus ligandos selectivos, en cambio si presenta alta afinidad

por ligandos selectivos parciales. De la misma manera, los heterodimeros de receptores - y 6-

opiodes también presentan propiedades funcionales propias, ya que el tratamiento con un
antagonista especifico de uno de los receptores del dimero provoca un incremento tanto en la
potencia como en la eficiencia del otro receptor del dimero, mientras que el tratamiento conjunto
con agonistas de ambos receptores da lugar a una potenciacion sinérgica de la sefial mediada por

el heteromero (Gomes et al., 2000).

Tanto la homo- como la heteromerizacién de GPCRs confiere cooperatividad a la union de
ligandos ya que se ha visto que la unién de un ligando especifico sobre uno de los receptor en el
homo- o heterodimero puede alterar la unién del ligando especifico en el otro receptor, dando lugar
a un mecanismo donde un ligando modula la eficacia y/o potencia del otro ligando, es decir la
cooperatividad (véase Franco et al, 2006). En un escenario donde se asumia que los GPCRs
actuaban como mondmeros, esta cooperatividad era dificil de explicar. Una posible explicacion era
que el receptor podia estar en dos estados conformacionales diferentes con diferentes afinidades
por los agonistas: un estado de alta afinidad en el cual el receptor estaba acoplado a proteina G y
otro de baja afinidad en el que no estaba acoplado. En cambio la existencia de oligomeros permite
un nuevo modelo en el cual la intercomunicacion intramembranal es la base de la cooperatividad
entre receptores. Un ejemplo de esto la encontramos en la modulacion del heterodimero formado
por los receptores de somatostatina SSTRs y de dopamina D, (Rocheville et a/, 2000a) en el cual
se observa cooperatividad positiva, como entre los receptores de opiodes. En cambio se encuentra
cooperatividad negativa en el homodimero mGluR1 (Suzuki et al, 2004) o A;R de adenosina
(Franco et al., 2005b).

Un caso especialmente complejo e interesante es el de los receptores de dopamina vy
adenosina, ya que esta descrito una cooperatividad negativa entre estos receptores. Los agonistas
del receptor A; inducen la desaparicion del lugar de alta afinidad en preparaciones de membrana
que contienen el receptor de dopamina D; (Gines et a/, 2000); y los ligandos del receptor de
dopamina D, consiguen la desensibilizacion heterdloga del receptor de adenosina A,x (Hillion et a/.,
2002).
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Algunos articulos sugieren que la heteromerizacion puede afectar diferencialmente la sefial
inducida por diversos agonistas. Una de las primeras evidencias de que los dimeros forman una
unidad compleja de sefializacion proviene de la demostracion de que la disrupciéon del homodimero
del receptor B,-adrenérgico con un péptido derivado del 6° dominio transmembrana, implicado en
la dimerizacion, inhibia la produccion de AMPc inducida por el agonista (Hebert et a/., 1996). Estos
resultados indican que el dimero es la especie activa del receptor, aunque tampoco se puede
descartar la posibilidad de que el péptido esté modificando interacciones intramoleculares dentro
del mondémero que provocarian la falta de funcionalidad, siendo la pérdida de la unidad dimérica
mMas una consecuencia que no una causa de la no senalizaciéon por parte del receptor. La
heteromerizacidn entre los receptores de angiotensina AT; y B, de bradikinina mejora la sefial del
receptor AT; mientras que inhibe la del B, de bradikinina, mostrando que la heteromerizacion entre
receptores diferentes puede ser un nuevo modelo para la modulacion de la respuesta de GPCRs por
sus respectivos ligandos (AbdAlla et al, 2000). De todo lo comentado se deduce que la
oligomerizacién puede también tener relevancia en la funcionalidad de los receptores que
conforman el oligdmero. De hecho existen evidencias que indican que es el dimero el que
interacciona con una Unica proteina G y que la dimerizacion es un prerrequisito para la activacion

de la proteina G, como en el caso del receptor de leucotrieno B, (Banéres, 2003).

En la figura 14 se resumen las posibles funciones de la oligomerizacion, tanto mediada por

interacciones directas como por interacciones indirectas.
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Figura 14. Potenciales papeles de la oligomerizacion de GPCRs.
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Aunque en muchos casos la relevancia fisioldgica no se conoce completamente, diversos
estudios llevados a cabo en sistemas de expresion heterdlogos sugieren diversas funciones para la
oligomerizacién. Por ejemplo la oligomerizacion puede estar implicada en la ontogénesis de GPCRs,
es decir en el control de calidad del plegamiento y de la destinacion a la membrana de receptores
sintetizados de novo (14.1). Asi mismo, en algunos casos se ha observado una regulacion de la
formacion/separacion de oligomeros presentes en la membrana plasmatica mediada por ligando
(14.2). También se ha constatado que la oligomerizacién confiere diversidad farmacoldgica ya que
la unidn de un ligando especifico de uno de los receptores puede verse afectada por la
oligomerizacién, provocando cooperatividad de unidn positiva o negativa (14.3). La oligomerizacion
también puede modificar las propiedades de sefializacion de un determinado ligando afectando la
selectividad de interaccion entre el receptor correspondiente y su proteina G, resultando en una
potenciacion, atenuacion o acoplamiento con otra proteina G (14.4). Finalmente, también se ha
visto que la oligomerizacion puede alterar el patron endocitico para un determinado receptor
(14.5).
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1.3. Receptores de dopamina D,, de adenosina A,, y de

cannabinoides CB,

Los receptores acoplados a proteina G que responden a sefiales enddgenas se encuentran
distribuidos en una gran variedad de tejidos, a diferencia de los receptores que reciben sefiales de
origen externo, los cuales normalmente presentan una distribucion mas localizada en los drganos
sensoriales (Vassilatis et al, 2003). A su vez un determinado tejido expresa multitud de receptores
diferentes. En el sistema nervioso central (SNC) se expresan un elevado nimero de receptores
acoplados a proteina G, mas del 90% de los receptores de siete dominios transmembrana se
expresan en el cerebro y para algunos de ellos su expresion esta restringida a este tejido. La
combinacion de técnicas de inmunohistoquimica, RT-PCR e hibridacién in situ en diferentes
regiones del cerebro ha permitido descubrir que la expresion de estos receptores presenta patrones
diferenciales, lo que sugiere que la expresion de un grupo de receptores concretos y no otros, es
clave en la regulacién de diferentes procesos neurofisiologicos. El estudio de las asociaciones entre
receptores acoplados a proteina G en determinados dominios de neuronas abre nuevas
expectativas en el disefio racional de terapias para el tratamiento de desordenes neurolégicos como
por ejemplo la adiccién a drogas de abuso o los trastornos motores. En esta Tesis se hace énfasis
en la colocalizacion preferencial de los receptores D, de dopamina, A;» de adenosina y CB; de

cannabinoides en membranas del estriado.

1.3.1. Receptores de dopamina
1.3.1.1. La dopamina como neurotransmisor

La dopamina es la principal catecolamina que actia como neurotransmisor en el sistema
nervioso central (representa el 80% del contenido total de catecolaminas del cerebro) y controla
una gran variedad de funciones como la modulacion de la actividad sensorial, la actividad motora,
la actividad endocrina, el aprendizaje, la memoria, la emotividad, la afectividad y la motivacion
(Missale et al, 1998). La dopamina también ejerce multiples funciones en el sistema periférico
como modulador de la liberacion de catecolaminas, de la secrecion hormonal, del tono vascular, de

la funcién renal y de la motilidad gastrointestinal (Missale et a/., 1998).
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Como otros neurotransmisores, la dopamina no es capaz de cruzar la barrera
hematoencéfalica, pero si sus precursores fenilalanina y tirosina. Asi pues, a partir de sus
precursores, la biosintesis de dopamina tiene lugar en el citosol de los terminales nerviosos
dopaminérgicos (Fuxe et al, 1965; Levitt et al, 1965; Cooper et al, 1996). La liberacion de
dopamina en la hendidura sinaptica tiene lugar mediante un mecanismo clasico de liberacién de
neurotransmisores: la entrada de calcio a través de canales de calcio dependientes de voltaje
dispara la fusion de vesiculas con la membrana pre-sinaptica, dando lugar a la exocitosis de la
dopamina, de forma que ésta difunde a través de la hendidura sinaptica hasta unirse a sus
receptores tanto pre- como post-sinapticos.

La sefial dopaminérgica finaliza por eliminacion de la dopamina del espacio inter-sinaptico,
implicando mecanismos de recaptacion especificos en el terminal pre-sinaptico donde se vuelve a
almacenar o es metabolizada. Aunque existen enzimas extraneuronales que catabolizan la
dopamina liberada, la terminacion del efecto se debe principalmente a la captura del
neurotransmisor por los propios terminales nerviosos que la liberaron. Esto tiene lugar mediante
transportadores especificos (DAT: DopAmine Transporters) (Cooper et al, 1996; McGeer et al.,
1987; Feldman et al, 1997; Amara and Kuhar, 1993) que juegan un papel importante en la

funcion, inactivacion y reciclaje de la dopamina liberada.

1.3.1.2. Clasificacion, estructura, farmacologia y expresion de los receptores de

dopamina

En 1978, en base a evidencias farmacoldgicas y bioquimicas, los receptores de dopamina se
clasificaron en dos grupos: receptores activadores de la adenilato ciclasa (AC), y receptores
inhibidores de la AC (Spano et a/, 1978). En 1979, Kebabian y Calne sugirieron que los receptores
que estimulaban a la AC se llamaran receptores D; y los otros D, (Kebabian and Calne, 1979).
Estudios posteriores apoyaron esta clasificacion y los receptores D; y D, fueron claramente
diferenciados farmacoldgica, bioquimica y fisioldgicamente ademas de por su distribucion
anatémica.

Sin embargo, durante la Ultima década, usando técnicas de clonaje, se han aislado 5
receptores distintos para la dopamina (Gingrich and Caron, 1993; O’'Dowd, 1993). Estos receptores
se han clasificado en dos subfamilias en funcion de sus propiedades bioquimicas y farmacoldgicas:
los receptores D;-/ike, que comprende a los D;R y DsR, y los D,R-/jke que incluye a los receptores
D,, D3 y D4. Los D;R-/ike, de acuerdo con la primera clasificacion propuesta, producen incrementos
de AMPc a través de proteinas Gy que estimulan a la AC y se localizan principalmente en los
terminales postsinapticos (Civelli et ak, 1993). Los D,R-/ike inhiben la AC por acoplamiento a

proteinas Gy,, ademas de activar canales de K* y disminuir la entrada de Ca* a través de canales
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dependientes de voltaje. Los receptores D,-/ike pueden localizarse en terminales presinapticos y
postsinapticos (Bunzow et al., 1988; Dal Toso et a/, 1989; Sunahara et a/, 1990; 1991; Nicola et
al., 2000; Civelli et al., 1993).

Los dos subgrupos presentan, ademas, peculiaridades estructurales diferenciales como se
muestra en la figura 15: los receptores D;-/ike tienen un dominio carboxilo terminal unas siete
veces mas largo que los D,R-/ke, mientras que estos Ultimos tienen el tercer bucle intracelular
(IC3) muy largo, caracteristica comin en muchos receptores acoplados a la proteina G; (Missale et
al, 1998).

DiR-/ike D2R-/ike

Figura 15. Representacion esquematica de las dos familias de receptores de dopamina.

Existe una alta homologia de secuencia entre los dos miembros de la familia de receptores
D;-like, del orden del 80%. Entre los miembros del subgrupo D,R-/ike la homologia es de un 75%
entre los receptores D, y D; y de un 53% entre los D,R y D4R. Por contraste, la homologia entre los
receptores D;-/ike y D,-like es solo del 42-46%. La homologia mas elevada se encuentra en los
dominios transmembrana (TM) y en aquellos residuos que son clave para la unién de
catecolaminas, como por ejemplo, las dos serinas en el TM-5 que estan implicadas en el
reconocimiento de los dos grupos hidroxilos presentes en las catecolaminas (Strader et al, 1988;
1989), y el residuo de aspartico del TM-3 que se cree actla como contraién del grupo amino de las
aminas biogénicas (Hibert ef al, 1991). El extremo carboxi terminal, en ambas familias, contiene
lugares de fosforilacion y palmitoilacion que se cree juegan un papel importante en la
desensibilizacion del receptor y en la formacion de un cuarto bucle intracelular, respectivamente.

Por el contrario, los receptores de dopamina presentan diferencias en las modificaciones
post-traduccionales, como diferentes lugares consenso de N-glicosilacion. Los receptores D;-/ke
presentan dos lugares de glicosilacion en el extremo amino terminal y en el segundo bucle
extracelular (EC2), mientras que los receptores D, y D; pueden presentar multiples (como minimo
4) lugares de glicosilacion en sus dominios extracelulares. El receptor D4, en cambio, sélo presenta

un lugar de glicosilacion.
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Genéticamente los receptores de dopamina parecen derivar por divergencia de dos familias
de genes que se diferencian principalmente por la presencia 0 no de intrones. Los genes
correspondientes a los D;R-/ike no contienen intrones (Gingrich and Caron, 1993), caracteristica
que comparten con muchos GPCRs (Dohlman et al, 1987). En cambio, y por analogia con el gen de
la rodopsina, los genes que codifican para los receptores D,-/ike contienen intrones; la region
codificadora del D,R contiene 6 intrones (Giros et a/., 1989), al receptor Ds le falta el 4° intron
respecto al D,R y al receptor D, le faltan el 3° y 4° intron (Bunzow et a/,, 1988). La presencia de
intrones en la region codificadora de los receptores D,-/ike permite la generacion de splice variants.
De hecho, el receptor D, presenta dos isoformas, la llamada DysR (shor?) y la Dy R (/long) que se

generan por splicing alternativo de 87 bp en la zona codificadora entre los intrones 4 y 5.

Para el estudio de las propiedades farmacoldgicas de los receptores de dopamina se dispone
de ligandos que facilmente discriminan entre los dos subgrupos, aunque muchos de estos ligandos
no presentan especificidad clara entre los miembros de un mismo subgrupo. Asi pues, los
receptores D;-/ike presentan unas propiedades farmacoldgicas similares a las del receptor D;, es
decir, alta afinidad por benzazepinas (agonistas) y baja afinidad por butirofenonas y benzamidas
sustituidas (antagonistas). Una diferencia remarcable entre los receptores D;-/ike es la afinidad que
presentan sus miembros por la dopamina, el DsR tiene una afinidad 10 veces superior a la que
muestra el D;R.

Analogamente, los receptores D,-/ike presentan propiedades de unién de ligandos similares a
las del receptor D,: alta afinidad por butirofenonas y baja por benzazepinas. De los tres receptores
que conforman el subgrupo D,R-/ike, el receptor D, es el que presenta unas propiedades
farmacoldgicas mas diferenciales. Este receptor tiene baja afinidad por muchos de los antagonistas
dopaminérgicos; por ejemplo, el DR y D3R tienen una relativa alta afinidad por benzamidas como
el raclopride, mientras que el D4R tiene una baja afinidad por este compuesto. Sin embargo, el DsR
presenta una alta afinidad por el atipico antagonista neuroléptico clozapina. Dentro de este
subgrupo el receptor Ds es el que presenta mayor afinidad por la dopamina, con una afinidad 10
veces superior a la que presenta el DsR. La diferencia de afinidad que presentan los receptores de
dopamina, tanto la de los receptores D;-/ike como la de los D,R-/ike, por su ligando enddgeno
puede permitir la activacion de unos receptores o de otros en funcion de la cantidad de dopamina
liberada. Atendiendo a los diferentes mecanismos de transduccion de sefial de cada subtipo de

receptor, esto puede generar una gran amplitud de respuesta a una misma sustancia.

En la tabla 3 se resume los diferentes subtipos de receptores de dopamina, la proteina G a

la que se acoplan, las vias clasicas de transduccion de sefial y las moléculas efectoras que modulan.
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Ademas se muestra la afinidad que presentan por la dopamina los diferentes subtipos, y los

agonistas y antagonistas mas selectivos para cada miembro del subgrupo.

Tabla 3. Receptores de dopamina

Familia

D,R-/ike

D;R-/ike

Subtipo

D;R

DsR

D,R

DsR

Proteina G

Gs/olf

Gs/olf

Gi/o

Gi/o

Mecanismo de
transduccion de

sefal

- AC

+ PLC
- canales Ca
+ canales K*

2+

-AC
+ PLC
- canales Ca?*
+ canales K*

Moléculas

efectoras

1 AMPc
T PKA
11pP;

+ AMPc
11P;
J ca?*
T K*

+ AMPc
1T 1P;
J ca?*
T K*

1 NKE*

4 AMPc
1 &c. araquid.
T NKE*

Afinidad por la
dopamina

Kp en nM

2340

261

2,8-474

4-27

28-450

Agonista
Ko en nM

SKF-38393
1-150

NPA
187

Quinpirole
4,8-474

Bromocriptina
5-7,4

(-) Apomorfina
4

Antagonista
Ko en nM

SCH-23390
0,11-0,35

SCH-23390
0,11-0,54

Raclopride
1-5

UH 232
2,9-9,2

Clozapina
9-42

*NKE: Na*/K* exchange: intercambiador Na*/K*.

Esta diversidad dentro de los receptores de dopamina es un reflejo de la diversidad funcional
que ejerce este neurotransmisor, sobretodo si se considera la expresion diferencial de estos
receptores dentro del SNC.

La expresion de los distintos subtipos ha sido determinada mediante la combinacién de
técnicas de unidn de radioligandos y de hibridacion /7 situ. Asi se ha demostrado que el receptor Dy
es el mas abundante y su distribucion es la mas amplia de todos los receptores dopaminérgicos. Se
encuentra en diversas regiones del cerebro como estriado, nucleo acumbens, tubérculo olfatorio,
hipotalamo y cerebelo. El otro receptor D;-/ike, el receptor Ds, presenta una distribucion mas
restringida a regiones tales como el hipocampo o el tdlamo. Ambos subtipos se localizan
preferentemente de forma post-sindptica. En cuanto a los receptores D,-/ike, el receptor D, se
expresa principalmente en nicleo acumbens, tubérculo olfatorio e hipocampo, tanto pre-sinaptica
como post-sinapticamente y su expresion es elevada en las neuronas GABAérgicas estriatopalidales.
Este receptor actia como autoreceptor en los terminales dopaminérgicos donde regula la sintesis y

liberacion de dopamina (Mercuri et al, 1997). El receptor D; se localiza especificamente en
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regiones limbicas del nlcleo acumbens con una localizacion post-sinaptica en neuronas que
expresan sustancia P y neurotensina. Por Ultimo, el receptor D; se expresa en interneuronas
GABAérgicas tanto piramidales como no-piramidales de la corteza frontal e hipocampo y en el bulbo

olfatorio, la amigdala y el mesencéfalo (Missale et a/., 1998).

Durante los Ultimos afios el sistema dopaminérgico ha sido de gran interés por la relacién
entre la desregulacion de este sistema y algunas patologias tales como el Parkinson, la
esquizofrenia, el sindrome de Tourette, la hiperprolactinémia y la adiccion a drogas (Missale et a/.,
1998; Richardson et al, 1997; Kanda et al, 1998). De hecho en situaciones patoldgicas se ha
observado la existencia de diferencias cuantitativas en cuanto a la expresion de los receptores de
dopamina o bien en su senalizacion. Por ejemplo, los receptores D; se ven incrementados en la
esquizofrenia y su sefializacion varia en la enfermedad de Parkinson. La densidad de los receptores
D, localizados post-sinapticamente incrementa en la esquizofrenia y también en los enfermos de
Parkinson no tratados con L-DOPA (profarmaco que, a diferencia de la dopamina, puede traspasar

la barrera hematoencefalica y que es un precursor bioldgico de la dopamina).

1.3.1.3. El receptor de dopamina D,

El receptor D, de dopamina ha sido ampliamente estudiado, demostrandose su participacion
en numerosas e importantes funciones fisioldgicas como el control de la actividad motora. Este
receptor se distribuye ampliamente en el cerebro y se localiza a nivel postsinaptico y presinaptico.
El receptor D, presinaptico acta como un autoreceptor e inhibe la liberacion de dopamina. Esto
hace que los D,R representen la principal diana de drogas antipsicéticas, ademas de estar
implicados en varias neuropatologias como el Parkinson, el sindrome de Tourette y la adiccion a
drogas (Vallone et al, 2000). El receptor de dopamina D, también se localiza en los I6bulos
anteriores y neurointermedios de la glandula pituitaria, siendo uno de los principales receptores

dopaminérgicos que regulan la liberacion de hormonas (Vallone et a/., 2000).

En el SNC se detecta una elevada densidad de este receptor en el caudato-putamen o
estriado dorsal, regidon del estriado responsable del control motor; en esta region se detecta en
neuronas GABAérgicas estriatopalidales que coexpresan encefalica. Su expresion es alta en el
tubérculo olfatorio, la capa molecular de la formacion hipocampal, las islas Calleja y el nlcleo
acumbens o estriado ventral, region del estriado responsable de los fendmenos de recompensa
asociados a la adiccion a drogas de abuso. De forma moderada se detecta en neuronas de la
sustancia nigra, tanto reticulata como compacta; en esta ultima la expresion del receptor D, tiene

lugar en neuronas dopaminérgicas y actlia como autoreceptor. Ademas, también se ha encontrado
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una distribucion moderada de este receptor en la corteza cerebral, el globus pallidus, el nicleo
subtalamico, la amigdala, el tdlamo y el hipotalamo (Jackson et a/., 1994). La distribucion del mRNA
es practicamente paralela a la descrita para la proteina. Asi, se ha descrito un elevado nivel de
mRNA para este receptor en el area ventral tegmental, nlcleo que da lugar a la mayor via
dopaminérgica del cerebro, lo que indica que el receptor D, es uno de los principales receptores
dopaminérgicos que controla directamente la actividad de neuronas que contienen dopamina. El
estriado recibe la mayor densidad de inervaciones dopaminérgicas y contiene, como se ha
comentado anteriormente, la mayor concentracion de receptores de dopamina del cerebro
(Bjorklund et al., 1984).

El primer cDNA de los receptores de dopamina aislado fue el del receptor D, (Bunzow et al.,
1988) que se clond a partir de una libreria de cDNAs de pituitaria de rata. La region codificadora de
esta proteina se encuentra en el cromosoma 11g23. El cDNA aislado por Bunzow y colaboradores
contenia una secuencia de 1245 nucledtidos que codificaban para una proteina de 415 residuos,
que posteriormente se llamo DysR (receptor de dopamina D, short), con un perfil farmacoldgico
tipico de los D,R-/ike. Mas tarde, varios grupos clonaron una variante por splice de este receptor, el
D,.R (receptor de dopamina D, /ong) de diferentes especies (rata, raton, bovino, humano) y tejidos
(cerebro, pituitaria, retina), que contenia 444 aminoacidos.

El gen del receptor D, esta compuesto por 8 exones, 7 de los cuales se transcriben. En el
sexto exdn tienen lugar un splicing alternativo, el cual codifica para 29 aminodacidos adicionales en
el tercer bucle intracelular (IC3), generando las dos isoformas que se encuentran tanto en rata
como humano.

En la figura 16 se representa la estructura prototipo del receptor de dopamina D,. En rojo

se indica los aminoacidos que solo

estan presentes en la isoforma larga.
Los D,R tienen un extremo C-terminal
corto y un IC3 largo, el cual parece
estar implicado en el acoplamiento a la
proteina G (Malek ef al, 1993;
Lachowicz et al, 1997; Filteau et al,
1999; Ilani et al, 2002), ademas de
permitirle interaccionar con otras
'Ti"?'na proteinas, como el receptor de
adenosina Ay, (Canals et al, 2003).

Figura 16. Estructura prototipo del receptor de dopamina D,. El D,R short no contiene los
aminoacidos indicados en rojo.
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Ambas isoformas del receptor D,, DR y DR, tienen la misma capacidad de unir ligando
pero difieren tanto en la expresion como en la capacidad de acoplarse a la proteina G. La isoforma
larga se expresa unas 10 veces mas que la corta y tiene una capacidad de acoplarse a la proteina
G; mucho menor, lo que da lugar a una diversidad de sefal. De hecho existen evidencias que
indican que el DyR y el D,sR se acoplan a distintas proteinas G, G; y G, respectivamente, debido
principalmente a sus diferencias estructurales (Senogles et a/., 1987; Ohara et al., 1988; De Keyser
et al., 1989).

Las proteinas G; y G, son sensibles a la toxina pertusis, por tanto, inhiben a la adenilato
ciclasa (AC), lo que parece ser la via de sefalizacion predominante utilizada por los receptores D,
al menos en el estriado (Missale et a/, 1998). La inactivacién genética tanto de la AGs, la principal
isoforma de la AC en el estriado (Mons et al., 1995; Lee et al., 2002), como de la PKA provoca un
dano importante en la funciéon de estos receptores, como la pérdida de los efectos bioquimicos y
del comportamiento de los antagonistas de los receptores D, (Adams et al., 1997; Lee et al., 2002).
La inhibicion sobre la AC provocada por la activacion de los receptores D, se ha observado en
varias células y parece ser dependiente del acoplamiento del receptor a la proteina Gy
(Ghahremani et al., 1999; Banihashemi and Albert, 2002).

Ademas de inhibir la AC, la activacion de los receptores D, da lugar a cambios en la actividad
de canales de Ca®* (Taraskevich and Douglas, 1978) y de K* (Castelletti et a/., 1989; Missale et al.,
1998) provocando una hiperpolarizacion celular. Los agonistas del receptor activan a la fosfolipasa
C (PLC) e incrementan la concentracién de Ca* intracelular (Beaudry et al., 1986; Enjalbert et al.,
1986) dependiente de IP; y la activacion de la calcineurina, una serina-treonina fosfatasa
dependiente de Ca®* (PP-2A) (Hernandez-Lopez et al, 2000). Esta via parece implicar a las
subunidades Gg, de la proteina G,. La calcineurina no solo reduce las corrientes de Ca** a través de
los canales de Ca** dependientes de voltaje tipo L (L-type VDCC: L-type Voltage Dependent C&*
Channel) (Ghahremani et al, 1999; Hernandez-Lépez et al., 2000; Banihashemi and Albert, 2002),
sino que ademas, la calcineurina parece ser la principal fosfatasa implicada en la desfosforilacion de
DARPP-32 (Dopamine and cyclic adenosine 3, 5- monophosphate Regulated Phospho Protein, 32
kDa). Por lo tanto, la activacion del receptor D, de dopamina produce la desfosforilacion de DARPP-
32 debida tanto a la inhibicién de la actividad de la AC como a la calcineurina dependiente de Ca**
e independiente de AC (Nishi et al., 1997).

La estimulacion de los receptores D, activa también la via de las MAPKs vy la fosforilacion de
CREB (cAMP Response Element-Binding protein) en cortes cerebrales (Yan et al., 1999), en cultivos
estriatales primarios (Brami-Cherrier et al, 2002) y en diferentes lineas celulares (Faure et &/,
1994; Oak et al, 2001; Banihashemi and Albert, 2002). Tanto la PKC como DARPP-32 y la
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calmodulina kinasa, junto con los incrementos en los niveles de Ca®*, parecen ser importantes en la
activacion de estas vias (Yan et al, 1999). La activacion de la via de las MAPKs, en las
interneuronas estriatales, se cree juega un papel importante en la regulacidon de la expresion génica
inducida por dopamina y la adaptacion neuronal a largo plazo en el estriado. La activacion de la via
de las MAPKs puede estar implicada en la sensibilizacion locomotora en respuesta a la estimulacion
del D;R en ratas lesionadas unilateralmente con 6-hidroxidopamina (Cai et a/., 2000).
Curiosamente, los agonistas del D,R inhiben especificamente la activacion de la via de las
MAPK en neuronas de proyeccidn estriatopalidales activadas por estimulacion aferente
corticoestriatal (Gerfen et al, 2002). Para la activacion de la via de las MAPKs es necesario la
formacion de un complejo entre la calmodulina y el VDCC tipo L, que juega un papel importante en
la conversion de la informacidon de la membrana (activacion neuronal) hacia el nucleo (plasticidad
neuronal) (Dolmetsch et a/,, 2001). En las neuronas de proyeccion estriatopalidales el receptor D,
media la inhibicion de los VDCC tipo L lo que parece ser el principal mecanismo implicado en la

inhibicion de la activacion de las MAPKs.

Una de las diferencias mas significativas entre las dos isoformas del receptor D, se encuentra
en su trafico intracelular. El proceso de maduracion del receptor difiere entre las dos isoformas; asi,
los DysR se procesan mas rapido que los Dy R y alcanzan en mayor proporcion la membrana. Un
porcentaje significativo de DR permanece en una forma inmadura en compartimentos
intracelulares sin alcanzar la membrana plasmatica (Fishburn et a/, 1995). Mas relevante desde un
punto de vista terapéutico y patofisioldgico es la respuesta diferencial que presentan ambas
isoformas a la exposicion prolongada a agonistas (Ng et al., 1994). En algunas células se ha visto
que ambas isoformas experimentan una internalizacion tras exposicion a agonista, proceso que
implica a GRKs y B-arrestinas (Ito et al, 1999; Kim et a/, 2001). Sin embargo, el grado de
internalizacion del D,sR es mayor que el del Dy R (Ito et a/, 1999) de acuerdo con el hecho de que
ambas isoformas pueden ser fosforiladas diferencialmente por GRKs y B-arrestina (Liu et al, 1992;
Senogles, 1994; Guiramand et al., 1995). La resistencia a la internalizacion inducida por ligando del
DR se hace muy patente en algunas células en las que el D, R se up-regula en respuesta al
pretratamiento con agonistas (Filtz et al, 1993; Zhang et al, 1994; Starr et al, 1995; Ng et al.,
1997), lo que es debido a la translocacién a la membrana de los receptores intracelulares ya
existentes y a la sintesis de novo de receptores (Ng et al, 1997). Se ha descrito que esta uyp-
regulacion puede ser la causa de la resistencia que presentan los Dy R a la desensibilizacion (Filtz et
al, 1993; Zhang et al, 1994; Starr et al., 1995; Ng et al., 1997; Hillion et al., 2002).

Ambas isoformas presentan también diferencias en su distribucién. En general, parece que
hay pocos tejidos especificos para la expresidon de las isoformas larga y corta del receptor D,

aunque si que existe una distribucion diferencial en el neoestriado y la hipdfisis, donde se observa
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una mayor expresion de la forma larga (O’'Dowd, 1993; Jackson et a/, 1994). Los receptores D
son presinapticos y se encuentran principalmente en neuronas dopaminérgicas del cerebro medio
(Mercuri et al., 1997; Usiello et al, 2000; Centonze et al, 2002) donde actlia como autoreceptor
inhibitorio (Lindgren et al/, 2003). En las neuronas del estriado, los DyR se localizan
preferencialmente de forma post-sinaptica (Rouge-Pont et a/,, 2002), y principalmente en neuronas

estriatopalidales GABAérgicas, donde colocalizan con los receptores de adenosina Aja.

1.3.2. Receptores de adenosina

1.3.2.1. La adenosina como neuromodulador

La adenosina es un nucledsido enddgeno formado por la base purinica adenina y ribosa.
Tanto la adenosina como sus derivados son constituyentes esenciales de toda célula viva ya que
conforman piezas claves para la formacion de moléculas bioldgicas tan relevantes como los
nucledtidos ATP y AMPc, cofactores como el NAD+ y los acidos nucleicos.

En el metabolismo celular, a la vez que actian como intermediarios de rutas metabdlicas
también forman parte de cofactores necesarios para diversas reacciones enzimaticas tales como las
de oxidacion-reduccion (deshidrogenasas dependientes de NAD*, NADP*, FAD) o las reacciones de
metilacion, en las que participan como dadores de grupos metilo (S-adenosilmetionina o SAM)
(Arch and Newsholme, 1978). Estas moléculas tienen, ademas, una funcidn clave en el
metabolismo energético, ya que conforman la principal fuente de energia celular (ATP). Juegan un
papel relevante como segundos mensajeros (AMPc) (Pull and Mcllwain, 1972), y ademas, tienen la
responsabilidad del almacenamiento y transmisién de la informacidén genética y de la sintesis

proteica como constituyentes de los acidos nucleicos.

La adenosina se encuentra tanto intra- como extracelularmente. La concentracion en ambos
compartimentos es el resultado tanto de la accidon de los enzimas que controlan su sintesis y
degradacion como de los transportadores nucleosidicos de membrana (Thorn and Jarvis, 1996).

Intracelularmente la sintesis de adenosina ocurre por dos vias: la desfosforilacion de AMP por
la 5-nucleotidasa (5-NT) y la hidrdlisis de S-adenosilhomocisteina (SAH) por la S-
adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH). La importancia de cada una de estas vias viene
determinada por el estado energético de la célula. En condiciones normales, esta segunda via es la

principal (Lloyd and Schrader, 1987) aunque, en estados de mayor demanda energética, la
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adenosina se forma rapidamente por desfosforilacién consecutiva de los nucleédtidos ATP, ADP, AMP
con la intervencion en la etapa final del enzima 5-NT citosdlica (Meghi, 1993).

Las vias de degradacion a nivel intracelular también son dos: la fosforilacién de la adenosina
a AMP por la adenosina quinasa (AK) y la desaminacion a inosina por la adenosina desaminasa
(ADA). Normalmente la principal via de degradacién de la adenosina es mediante fosforilacion ya
que la AK es cien veces mas afin por la adenosina que el ADA pero, cuando la concentracion de
adenosina es muy alta (situacion de deficiencia energética) se produce su desaminacion (Fisher and
Newsholme, 1984).

En el medio extracelular la produccion de adenosina ocurre por la accion de diversas
ectonucleotidasas que degradan el ATP, ADP, AMP vy polifosfatos de diadenosina (ApnA)
provenientes del interior celular y su degradacion ocurre por desaminaciéon a inosina mediante la
accion del enzima ecto-adenosina desaminasa (ecto-ADA), importante regulador de la
concentracion extracelular de adenosina (Franco et a/, 1998). La ecto-ADA se ancla a proteinas de
membrana como el receptor de adenosina A; (Franco et al., 1998) ejerciendo su actividad catalitica,
ademas de conferirle a este receptor un estado de alta afinidad por la adenosina y permitirle la
eficiente transduccion de sefial (Ciruela et a/, 1996; Saura et al, 1996; Torvinen et a/.,2002; Ruiz
et al., 2000).

Los reservorios de adenosina extra- e intracelulares estan dinamicamente regulados no tan
solo por enzimas si no también por transportadores (Baldwin et a/, 1999; Kobayashi et a/., 2000;
Latini et a/, 2001). Estos transportadores son de dos tipos: los equilibrativos que transportan el
nucledsido a favor de gradiente de concentracién y bidireccionalmente, y los concentrativos que
realizan un transporte Na*-dependiente en contra de gradiente, hacia el interior celular. Ambos
tienen como finalidad regular los niveles plasmaticos y extracelulares de adenosina, lo que a su vez,

es importante para modular los efectos de la adenosina a través de sus receptores de membrana.

Los nucledtidos y nucledsidos purinicos, ATP, ADP, polifosfatos de diadenosina (ApnA) y
adenosina actian como neuromoduladores intra- y extracelularmente a través de receptores
especificos de membrana, mediante los cuales participan en un gran nimero de procesos
fisioldgicos y patofisioldgicos (Burnstock, 1978). Estos receptores son los receptores purinérgicos y
se clasifican en receptores P1 (receptores de adenosina) y receptores P2 (receptores de nucledtidos
o de ATP) (Fredholm et al., 1994).
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1.3.2.2. Clasificacion, estructura, farmacologia y expresion de los receptores de

adenosina

La adenosina es un neuromodulador que con pequefos efectos sincroniza las actividades
neuronales y controla la transmision y plasticidad sinaptica (Ribeiro et a/, 2003). Lleva a cabo sus
funciones a través de la interaccion con diferentes receptores de membrana acoplados a proteina
G. Estos receptores se han clasificado en base a sus propiedades moleculares, bioguimicas y
farmacoldgicas en 4 subtipos: los receptores A;, Ao, Az Y As. Todos estos receptores pertenecen a

la familia de GPCRs, con una estructura como la que se muestra en la figura 17.

Los receptores A; y Ay son de alta afinidad y se expresan mayoritariamente en el SNC. El
AR y AsR son receptores de adenosina de baja afinidad por lo que su activacién puede ser

relevante en condiciones en las que la adenosina se ve incrementada de forma notoria.

Tanto los receptores A;, como Axp y As
tienen un peso molecular del orden de

35 kDa, en cambio el A,4R tiene un peso

molecular ligeramente superior, de 45

kDa. La diferencia es debida a la larga
cola carboxi terminal que presenta el
receptor Ay, como se muestra en la

figura 17.

Figura 17. Estructura primaria propuesta para los receptores de adenosina humanos.

La secuencia aminoacidica de todos los receptores de adenosina clonados (Olah, 1995) es
consistente con la estructura tridimensional propuesta para los GPCRs (Hibert et al, 1991). De
hecho comparten varios rasgos en comun con los GPCRs de la familia 1, familia a la que también
pertenecen los receptores de dopamina. Uno de estos rasgos es el puente disulfuro que se forma
entre los residuos de cisteina en los bucles extracelulares 1 y 2 (EC1-2), que le da estabilidad a
estos receptores una vez son insertados en la membrana plasmatica (Dohlman et a/, 1990). Otro
de los rasgos comunes es la presencia de la secuencia consenso DRY involucrada en el trafico de
los receptores. Finalmente, excepto para el receptor A, el resto de receptores de adenosina
presentan una cisteina en el dominio C-terminal que puede ser palmitoilada, lo que permite la
generacion de un nuevo bucle intracelular implicado posiblemente en el acoplamiento a la proteina
G (Bouvier et al., 1995).
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Todos los receptores de este nucledsido tienen secuencias consenso de N-glicosilacion en el
EC2 que se cree que estan implicadas en el transito del receptor a la membrana, aunque no existe
una evidencia clara de ello (Klotz and Lohse, 1986; Stiles, 1986). Ademas, todos presentan
secuencias consenso de fosforilacion en los dominios intracelulares. Esta fosforilacion esta implicada
en el mecanismo de desensibilizacion de los receptores de adenosina (Ramukar et a/., 1991; Palmer
et al., 1994; Saura et al., 1998).

El grado de homologia entre los receptores de adenosina es bajo, del orden del 45% (Stehle
et al., 1992; Pierce et al, 1992), si bien existen diferencias entre especies como la que tiene lugar
entre los receptores A y Az que en rata presentan una homologia del 46% y en humano del
61%. Al igual que para otros GPCRs, la mayor homologia tiene lugar en las regiones
transmembrana, que se cree estan proximas entre si formando el centro de unién del ligando
conjuntamente con la zona hipervariable correspondiente a la mitad N-terminal del segundo bucle
extracelular (Fredholm et al, 1994; Rivkees et al, 1999). La interaccion con la proteina G tiene
lugar basicamente en el
tercer bucle intracelular

(IC3) y en el extremo C-

terminal. NG _
En la figura 18 se 3;53“ {%\ I
esquematiza la estructura o _;E_.w ¥ .?Wr c*
- T o - - e
modelo de un receptor de 4| \b '-t(g,n
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. 7y . . . G g
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y los lugares de glicosilacion
y fosforilacion.

Figura 18. Estructura prototipo del receptor de adenosina.

La adenosina participa en una gran variedad de funciones del SNC, por lo que es facil
suponer que los diversos subtipos de receptores estaran acoplados a diferentes sefiales
intracelulares. Asi, el receptor A; que se acopla a proteinas Gy, (Freissmuth et a/, 1991; Munshi et
al, 1991) provoca la inhibicion de la AC (Londos et al, 1980) y la activacion de la PLC con el
consiguiente incremento en los niveles de DAG e IP; en el interior celular (Gerwins and Fredholm,
1992), que actdan sobre los depdsitos intracelulares de Ca** incrementando los niveles dentro de la

célula de este cation. También provocan la activacion de varios tipos de canales de K,
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probablemente via las subunidades Gg, de la proteina G (Trussell and Jackson, 1985) e inactivan
canales de Ca®* tipo N y P/Q (Macdonald et al, 1986). El receptor As, clonado por Zhou y
colaboradores (Zhou et al, 1992), también estd acoplado a inhibiciones de la AC a través del
acoplamiento a la proteina G; (Zhou et a/, 1992; Abbracchio et al, 1995, Palmer et al., 1995),
aunque también puede acoplarse a la proteina G, (Palmer et al., 1995) de forma que activa la PLC
incrementando los niveles intracelulares de Ca®* (Ali et al,, 1990; Ramukar et a/., 1993).

La principal via de sefializacion de los receptores A,y A €s la estimulacion de la formacion
de AMPc a través de G (Kull ef a/, 1999; 2000), lo que a su vez estimula a la proteina kinasa
dependiente de AMPc o PKA, regulando de esta manera el estado de fosforilacion de varios
substratos intracelulares. Sin embargo, el A;,R puede acoplarse también a proteinas Gy y el
receptor Ay a proteinas G, mediando la activacién de la PLC y la movilizacién de Ca** intracelular
dependiente de DAG e IP; (Feoktistov and Biaggioni, 1995). Ambas isoformas presentan perfiles
farmacoldgicos diferentes, con afinidades bien diferenciadas tanto por agonistas como por
antagonistas (Liber et a/, 1989; Manhenhaut et a/., 1990; Rivkees and Reppert, 1992; Pierce et al.,
1992).

Se ha observado que todos los receptores de adenosina activan a las MAPKs y en concreto
inducen la fosforilacion de ERK1/2 (Seidel et al, 1999; Schulte and Fredholm, 2003), pero,
dependiendo del contexto celular, las vias de sefializacion implicadas pueden variar (Seidel et al.,
1999; Fredholm et al, 2001; Schulte and Fredholm, 2003; Canals et al, 2005). En la linea de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, la activacion de ERK1/2 mediada tanto por A;R como AR es
dependiente de la activacion de Ras, pero mientras que la activacion por A;R es independiente de
la activacion de la PKA y PKC la mediada por AR es dependiente de PKA pero no de PKC (Canals
et al., 2005).

La adenosina aunque es el agonista enddgeno, no es una buena herramienta para el estudio
de estos receptores debido a su alta susceptibilidad para ser metabolizada por varios enzimas,
como se ha comentado en el apartado anterior. Sin embargo, la adenosina es la base estructural de
todos los agonistas conocidos. Existen tres posiciones en la molécula que pueden ser modificadas
para incrementar la afinidad para cada subtipo especifico de receptor sin destruir la actividad como
agonista: la posicion 5’ de la ribosa y las posiciones 2 y 6 del anillo de la adenina.

Las metilxantinas constituyen el prototipo de antagonista de estos receptores. Las
modificaciones sobre esta molécula dan lugar a una elevada seleccion de derivados muchos de los
cuales presentan selectividad por los distintos subtipos. Como base para la sintesis de antagonistas
diferentes de xantina se han usado compuestos como las triazoloquinazolinas, triazolotriacinas,

dihidropiridinas y ciertas derivaciones de la estructura de la adenosina.
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En la tabla 4 se resume los diferentes subtipos de receptores de adenosina, la proteina G a
la que se acoplan, las vias clasicas de transduccion de sefial y las moléculas efectoras que modulan.
Ademas se muestra la afinidad que presentan por la adenosina los diferentes subtipos y los

agonistas y antagonistas mas selectivos para cada miembro de la familia.

Tabla 4. Receptores de adenosina

SUbtipO A1R AZAR

Proteina G Gi/o Gs/olf

Mecanismo de -AC
+ PLC + AC

transduccion de - canales Ca2* - canales Ca?*
sefial + canales K*

Moléculas

efectoras

Afinidad por la
adenosina
(Ko en nM)

Agonista
selectivo R-PIA CGS 21680 IB-MECA

Antagonista

- DPCPX ZM 241385 MRS 1706 L-268605
selectivo

Distribucion en Estriado, nicleo
General acumbens, General General

cerebro . .
tubérculo olfatorio

Inhibicion
transmision Facilita la
o sinaptica y actividad liberacion de
Accidn fisiologica motora. neurotransmisores.
Hiperpolarizacion. Integracion
Precondicionamiento sensorial-motora
isquémico

Desacopla A;Ry
Modulacién de mGIuR.
canales de Ca** Precondicionamiento
isquémico

La adenosina a través de sus receptores juega un papel importante en muchos procesos
fisioldgicos, particularmente en tejidos excitables como el corazén y el cerebro (Berne et al., 1983).
Ademas incrementa la disponibilidad de sustratos metabdlicos tanto por la accidén vasodilatadora
como por la estimulacidn de la recaptacion y oxidacion de la glucosa ademas de inhibir la lipdlisis.
Por tanto, la adenosina juega un papel importante en el balance entre la energia suministrada vy el

gasto energético (Bruns et al., 1986).
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En el SNC la adenosina es secretada por la mayoria de células, incluyendo neuronas y células
gliales, neuromodulando la actividad del SNC actuando a nivel presindptico, postsinaptico y/o
extrasinaptico. Asi, la adenosina se ha visto que esta implicada, tanto en procesos normales como
patofisioldgicos, en la inhibicidn de la liberacién de neurotransmisores excitatorios (Phillis et al.,
1979), en la inhibicion de la actividad motora espontanea, en la diferenciacion y migracion neuronal
(Rivkees et al., 1995, 2001; Svenningsson et al., 1999; Canals et al., 2005), en el conocimiento y la
memoria (Fredholm et a/., 2000), en la regulacion de la funcidn respiratoria y en particular en
aquellos procesos relacionados con el sueio (Antle et a/, 2001), la ansiedad (Johansson et al.,
2001) y la excitacion, ademas de en la neuroproteccion en episodios de hipoxia/isquemia (Moreau
and Huber, 1999). También se ha relacionado con la enfermedad de Alzheimer (Maia and De
Mendonca, 2002), la enfermedad de Parkinson (Schwarzschild et a/, 2002), la enfermedad de
Huntington (Reggio et a/, 1999), la esquizofrenia (Ferré et al., 1997), la epilepsia (Dunwiddie and
Masino, 2001; Ribeiro et a/, 2003) y la adiccion a drogas (Maldonado et a/,, 1996; Manzoni et al.,
1998; Knapp et al, 2001). La generacion de ratones modificados genéticamente ha permitido
confirmar varias de las funciones atribuidas a los receptores de adenosina ademas de dar pistas de

la fisiologia y patofisiologia de estos receptores.

A nivel sinaptico la adenosina no es un neurotransmisor, pero a través de la activacion de los
receptores A; comparte muchas propiedades atribuidas al principal neurotransmisor inhibitorio, el
acido y-aminobutirico (GABA). Asi, el GABA y la adenosina constituyen las principales moléculas en
el control de la transmision sinaptica glutamatérgica en el SNC. La adenosina, a través de los AR,
inhibe la liberacion de glutamato lo que permite desconectar fisioldgicamente interneuronas
GABAérgicas. Este proceso es importante en condiciones de intensa liberacion de adenosina, como
en los casos de hipoxia (Sebastiao et al., 2001). Respecto al receptor de adenosina A,,, parece ser
que es uno de los principales neuromoduladores presinapticos capaz de incrementar la liberacion de
GABA de terminales nerviosos hipocampales (Cunha and Ribeiro 2000), aunque el papel de estos

receptores se detalla en el siguiente apartado.

Gracias al clonaje de los diferentes subtipos de receptores de adenosina y al conocimiento de
sus secuencias aminoacidicas se ha podido generar anticuerpos y sondas especificas, lo que ha
permitido utilizar técnicas inmunohistoquimicas, de Westen-blot, de hibridacion in situ y de
Northern-blot para determinar la distribucion tisular de estos receptores. Esta distribucion queda

resumida en la figura 19.
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Extraido y modificado de Ribeiro et al., 2003, Prog. Neurobiol. 68, 377-392

Figura 19. Distribucion de los receptores de adenosina en el SNC. Los niveles de expresion se
indican mediante el tamaio de la letra.

En el cerebro los dos principales subtipos de receptores de adenosina son el AR y el AR,
ambos receptores se expresan tanto de forma pre- como post-sinaptica. El receptor A; se localiza
abundantemente por todo el cerebro, mientras que el AR esta restringido al estriado (Ferré et a/.,
1997; Fredholm et a/., 2001) y a ciertos nlcleos de los ganglios basales, aunque también se puede
localizar en pequefas cantidades en cortex, amigdala, hipocampo, talamo e hipotalamo y cerebelo.
En el estriado los receptores A; se distribuyen en neuronas GABAérgicas de proyeccion, tanto en las
estriatonigroentopedunculares como en las estriatopalidales, mientras que el AR se distribuyen
principalmente en neuronas GABAérgicas estriatopalidales (Ferré et al, 1997). En concreto los
receptores A, se localizan de forma post-sindptica en las dendritas y espinas de estas neuronas
(Hettinger et al, 2001), y se ha demostrado colocalizan con los receptores D, de dopamina
(Schiffmann et al, 1991; Fink et al, 1992; Hillion et a/., 2002).

1.3.2.3. El receptor de adenosina A,
El gen para el receptor A, humano se encuentra en el cromosoma 22ql1.2 y contiene 2

exones interrumpidos por un Unico intron de cerca de 7kbp entre las regiones codificadoras

transmembrana 3 y 4 correspondientes al IC2 (Peterfreund et al., 1996; Chu et al, 1996; Ledent et
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al, 1997). Se han identificado dos inicios de transcripcién con dos promotores funcionales
independientes lo que sugiere un uso diferente de cada promotor en diferentes células (Stehle et
al, 1992).

La secuencia proteica presenta un lugar potencial de glicosilacién en la que se pueden unir
dos tipos de glucidos diferentes, lo que divide a estos receptores en dos poblaciones (Barrington et
al, 1990). Existen estudios en los que se muestra que los receptores A, no glicosilados mantienen
la capacidad de unir ligando (Piersen et a/., 1994), por lo que queda sin determinar la funcion de la
glicosilacion en estos receptores. El uso de técnicas de mutacion dirigida han permitido describir de
forma detallada los lugares de union del ligando (Jiang et a, 1996), y mediante la utilizacion de
construcciones quiméricas se han determinado las regiones implicadas en el acoplamiento a la
proteina Gs (Olah, 1997). De esta manera se ha demostrado que la activacion selectiva de la
proteina G tiene lugar principalmente por el IC3, en su parte mas N-terminal (Olah, 1997) ya que la
mas carboxi terminal parece ser necesaria para la transicién al estado activado (Klinger et al.,
2002c). La larga cola del A;aR parece estar implicada en la formacion del heterdmero con el D,R y
en la interaccidn de este receptor con el citoesqueleto de actina (Canals et 4/, 2003; Burguefio et
al., 2003b).

La activacidon por agonista del receptor A,, induce su desensibilizacion rapida (Newman and
Levitzki, 1983; Anand-Srivastava et a/, 1989; Ramukar et al, 1991; Palmer et al., 1994; Mundell
and Kelly, 1998; Mundell et a/, 1998). En esta desensibilizacion esta implicada la fosforilacion del
receptor, basicamente por GRKs (Palmer et a/, 1994; Palmer and Stiles, 1997; Mundell and Kelly,
1998). En 1997, Palmer y Stiles identificaron el dominio del receptor A, responsable de la
desensibilizaciéon en la porcion proximal del segmento C-terminal, aunque esta funcién es
redundante a lo largo de toda la cola del A;R. La exposicion prolongada a agonista induce
internalizacion, lo que parece ser un paso necesario para la resensibilizacion o la down-egulacion
de los receptores A a través de vesiculas recubiertas de clatrina (Palmer et al, 1994; Mundell and
Kelly, 1998).

El mecanismo de transduccion de senal del receptor de adenosina A;x se esquematiza en la

figura 20.
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Figura 20. Mecanismo de transduccion de seiial de A,,R. Las lineas continuas representan
efectos estimuladores, mientras que las discontinuas efectos inhibitorios. En rojo se indica la

sefalizacion que tiene lugar en el ndcleo.
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La principal via de transduccion de senal usada por los A4R depende de la activacion de la
AC por acoplamiento a Gg o (Kull et @, 1999; 2000). La activacion de la AC incrementa los niveles
de AMPc, que activa a la PKA, que a su vez regula el estado de fosforilacion de varios sustratos
proteicos. Uno de estos sustratos de la PKA es DARPP-32, que se expresa en altas concentraciones
en neuronas eferentes GABAérgicas (Kull et a/, 1999; 2000). La fosforilacion por la PKA en la Thr34
convierte a la DARPP-32 en un potente inhibidor de la proteina fosfatasa 1 (PP-1) (Kull et al,
2000). Esta fosfatasa inhibe la actividad de CREB (Nishi et a/, 2000). Asi, este es un de los
mecanismos por los que Ay4R activan a CREB. Por otro lado, la PKA estimula a la proteina fosfatasa-
2A (PP-2A), que es la principal fosfatasa responsable de la desfosforilacion de DARPP-32 en la
posicion 75 (Nishi et al/, 2000). La forma fosforilada en la Thr75 de DARPP-32 es un potente
inhibidor de la PKA, por lo que este es un mecanismo mas por el cual tras la activacion de AxR se
estimula la PKA (Svenningsson et al., 1998a; Nishi et a/., 2000; Lindskog et al/., 2002).

El AuR, a través de la activacion de la PKA en neuronas GABAérgicas estriatopalidales puede
producir un sustancial incremento en la transcripcion de algunos genes que se encuentran bajo
control de la proteina CREB por un mecanismo directo que implica la fosforilacion de CREB en la
Ser133 (Mayr and Montminy, 2001). Existen evidencias de que tras la estimulacion de A;\R se
puede, bajo ciertas condiciones, incrementar la expresion de c-fos, preproencefalina vy
neurotensina, ya que estos genes presentan promotores con secuencias consenso para la union de
CREB-P (Borsook andHyman, 1995).

La activacion de los A,\R puede conducir a la activacion de CREB y otros sustratos celulares a
través de la activacion de la via de las MAPKs (Sexl et al, 1997; Seidel et al, 1999; Schulte and
Fredholm, 2003; Ferré et al, 2002; Klinger et al, 2002a; b). Dependiendo de las células, la
activacion de la via de las MAPKs puede ser dependiente o no de la acumulacion de AMPc v la
activacion de PKA. La acumulaciéon de AMPc y la activacion de MAPKs parece producir conflictos en
la respuesta celular, como la proliferacion, la parada del crecimiento, la apoptosis y la
diferenciacién, en funcidn de la duracion y extension del estimulo y del tipo celular.

Ademds de la via preferencial Gsoin/AC, los AR también se ha visto usan otras vias de
sefializacion como la mediada por PLC (Wirkner et al., 2000) y PI3K (fosfatidilinositol 3-kinasa)/Akt
(serina-treonina kinasa o PKB) (Lee and Chao, 2001).

Se ha generado un raton deficiente para el receptor A,» para obtener el maximo de
informacion acerca de las acciones del receptor A,s (Ledent et al, 1997). El ratdon homozigoto es
viable y se desarrolla con normalidad sugiriendo que la funcidn de este receptor no es critica
durante la neurogénesis. Sin embargo, estos ratones presentan un comportamiento mas ansioso e

hiperagresivo (en machos). Los mecanismos implicados en este comportamiento no quedan del
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todo claros ya que es posible que se desarrollen mecanismos compensatorios a través de otros

receptores de adenosina.

Los primeros estudios de distribucion del receptor A,4 se llevaron a cabo utilizando la técnica
de autoradiografia empleando el ligando marcado radioactivamente [*H]CGS 21680. De esta forma
se observaron niveles altos de marcaje en el estriado, tanto en el caudato-putamen (estriado
dorsal) como en el nlcleo acumbens (estriado ventral), ademas de en el tubérculo olfatorio y en la
parte externa del globus pallidus de cerebro de rata y humano (Jarvis and Williams, 1989;
Parkinson and Fredholm, 1990; Wan et al, 1990; Martinez Mir et al, 1991; Svenningsoon et al.,
1997b). Esta distribucion ha sido corroborada por estudios de Northern blot (Fink et al, 1992;
Peterfreund et al, 1996) e hibridaccion /in situ (Schiffman et a/, 1991a; b; Fink et al, 1992;
Johansson et al., 1993; Augood and Emson, 1994; Dixon et al, 1996; Svenningsson et al, 1997;
1998b). De esta manera se ha visto que el receptor A, es muy abundante en las proyecciones de
las neuronas estriatopalidales que expresan encefalina, marcador de este tipo de neuronas, que
como se ha mencionado anteriormente, también expresan el receptor D, de dopamina. Mediante
técnicas mas sensibles como las inmunohistoquimicas, distintos niveles de expresién de este
receptor se han encontrado también en cortex, amigdala, hipocampo, hipotdlamo, tdlamo y
cerebelo (Rosin et al, 1998). En tejidos periféricos se ha encontrado expresion del receptor Aya €n

bazo, timo, corazdn, pulman, rifdn, leucocitos y plaquetas (Moreau and Huber, 1999).

Estudios recientes han puesto de manifiesto la gran importancia del receptor A, y su posible
implicacion en muchos desordenes neuronales (Moreau and Huber, 1999). Asi, el tratamiento con
antagonistas de este receptor tiene un gran valor terapéutico en el tratamiento de la enfermedad
del Parkinson (Richardson et al., 1997; Jenner, 2005), y en fendmenos de psicosis y esquizofrenia
donde el factor causante parece ser el desequilibrio funcional hipoadenosinico/hiperdopaminérgico,

en el cual puede intervenir el sistema endocannabinoide.

1.3.3. Receptores de cannabinoides

1.3.3.1. El sistema endocannabinoide
Los efectos de la marihuana ya fueron descritos por griegos y romanos en el siglo I antes de

Cristo. Hoy dia se sabe que los efectos en humanos, como la euforia, relajacion (hipolocomocién y

catalepsia), taquicardia, vasodilatacion, inmunosupresion, aumento del apetito e hipotermia, estan
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producidos principalmente por el principio activo de esta planta, el derivado de dibenzopirano A9-
tetrahidrocannabinol (THC) (Ameri, 1999; Piomelli, 2003; Di Marzo et al., 2004).

Hasta que en 1988, Howlett y colaboradores no describieron uniones de alta afinidad para los
cannabinoides en membranas cerebrales (Devane et al., 1988; Howlett et al, 1990), la naturaleza
lipidica del THC hacia creer erroneamente que su principal efecto tenia lugar por modificacion no
selectiva de la fluidez de las membranas celulares mas que por accion sobre receptores especificos
(Lawrence and Gill, 1975). En 1990 se clond el primer receptor de esta familia, que se llamd
receptor de cannabinoides CB;, a partir del screening de GPCRs huérfanos con varios posibles
ligandos (Matsuda et al, 1990). El otro receptor para el THC no se clondé hasta 1993, y se
denomind receptor CB, (Munro et al, 1993). El receptor CB, esta basicamente restringido a tejidos
y células del sistema inmunitario (Pertwee et al., 1997), donde parece juega un papel importante
en la inflamacién y dolores crénicos (Klein et a/, 2003). Sin embargo, mas recientemente se ha
descrito su presencia en células de la glia y la microglia (Sanchez et al., 2001; Walter et a/., 2003;
Nufiez et al.,, 2004). El descubrimiento de receptores para estas sustancias provocd la busqueda de
factores enddgenos que los activaran. Asi, el primer ligando identificado fue la anandamida (N-
araquidonoiletanolamina) (Devane et al., 1992) y posteriormente el 2-araquidonoilglicerol (2-AG)
(Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995).

La expresion “sistema endocannabinoide” se empezd a usar a mediados de los 90 tras el
descubrimiento de receptores de membrana para el principio psicoactivo del cannabis y sus
ligandos enddgenos. Actualmente se utiliza el término para designar todo el sistema de sealizacién
que comprende los receptores de cannabinoides, los ligandos enddgenos (endocannabinoides) y los

enzimas implicados tanto en la biosintesis como inactivacion de estos.

La anandamida, del Sanscrito ananda que significa felicidad, fue el primer endocannabinoide
identificado (Devane et a/, 1992). La anandamida es una molécula pequeia que comparte muchas
caracteristicas estructurales con los eicosanoides, mediadores de la inflamacién con varias
funciones en la comunicacion neuronal (Piomelli and Greengard, 1990). Al principio se creyd que la
anandamida no era un endocannabinoide fisioldgico sino mas bien un metabolito producto de la
degradacion post-mortem del cerebro (Kempe et al, 1996), aunque estudios posteriores han
podido demostrar tanto su sintesis como liberacion en terminales nerviosos (Di Marzo et al., 1994;
Giuffrida et al, 1999; Walker et al, 1999). El 2-AG, aislado posteriormente (Sugiura et al., 1995;
Mechoulam et al, 1995), como otros monoacilgliceroles, esta presente en multiples vias del

metabolismo lipidico, lo que explica que se encuentre en altas concentraciones en el cerebro, es
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unas 200 veces mas abundante que la anandamida (Sugiura et a/., 1995; Stella et al., 1997), por lo
que parece que su papel podria ser mas constitutivo que senalizador.

Los endocannabinoides hasta la fecha identificados, ademas de la anandamida y el 2-AG, son
el noladin eter (Hanus et al, 2001), la virodhamina (Porter et al, 2002) y la N-
araquidonoildopamina (NADA) (Huang et a/, 2002). El noladin eter es un analogo del 2-AG que se
une y activa a los receptores CB; (Hanus et a/., 2001), su biosintesis no ha sido caracterizada y su
papel en cerebros normales parece cuestionada (Oka et al, 2003). La virodhamina parece ser que
actla como antagonista enddgeno de CB;R, y, aunque su presencia en cerebro ha sido
documentada (Porter et al, 2002), es quimicamente inestable convirtiéndose en anandamida en
ambientes acuosos. Finalmente la NADA es un agonista enddgeno de receptores vanilloides que

presenta afinidad por los receptores de cannabinoides /n vitro (Huang et al., 2002).

Todos los ligandos enddgenos identificados de los receptores de cannabinoides son de
naturaleza lipidica y su biosintesis tiene lugar a partir de ciertos precursores fosfolipidicos,
presentes en las membranas de neuronas y células gliales, que representan aproximadamente el
0.5% de los fosfolipidos totales de membrana. En el proceso intervienen enzimas localizados en la
propia membrana donde se sintetizan (Bisogno et a/, 2003; Okamoto et al, 2004). Los enzimas
responsables de la sintesis de los endocannabinoides estan estimulados por altas concentraciones
de Ca®'. Esta observacién, junto con el hecho de que la biosintesis tiene lugar a partir de
fosfolipidos de membrana, indica que estos compuestos no se almacenan en vesiculas de secrecion

si no que son biosintetizados y liberados al medio extracelular donde y cuando se necesitan.

Pese a que su naturaleza lipidica les permitiria difundir por la membrana, parece ser que
existen transportadores, tanto para su liberacion como recaptacion (Beltrano et a/., 1997; Hillard et
alk, 1997), aunque hasta la fecha no han podido ser identificados (Hillard et al, 1997; Ligresti et
al., 2004). Se cree que existe algln tipo de mediador a través de la membrana por 4 evidencias: la
saturacion del sistema, la relacidon alta, la dependencia de la temperatura y la selectividad de
sustrato (Di Marzo et al., 1994; Beltrano et al,, 1997; Hillard et al., 1997).

La anandamida y el 2-AG son sintetizados por enzimas diferentes localizados dentro de la
célula en compartimentos diferentes, ademas de estar regulados de forma diferente. En la figura
21 se muestra de forma esquematizada tanto la via biosintética como catabdlica de la anandamida
y el 2-AG.

La existencia de diferentes rutas para la sintesis de anandamida y 2-AG sugiere que estos dos
endocannabinoides pueden, en principio, operar de forma independiente uno del otro. Existen tres

evidencias claras que apuntan a esta hipotesis. La primera se basa en que la estimulacion eléctrica
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de cortes de hipocampo incrementa la liberacion de 2-AG pero no de anandamida (Stella et &/,
1997). La segunda proviene del hecho de que la activacion del receptor D, de dopamina en el
estriado incrementa la liberacion de anandamida pero no 2-AG (Giuffrida et a/, 1999; Ferrer et al.,
2003). Y finalmente, que la activacion de receptores NMDA en neuronas corticales en cultivo
incrementa los niveles de 2-AG sin afectar la formacién de anandamida, la cual requiere de la

activacion simultanea de receptores NMDA y a-7 nicotinicos (Stella and Piomelli, 2001).
Ademas de la sintesis, la degradacion de ambas sustancias esta mediada por enzimas
diferentes localizados también

de forma diferente, lo que

Fresynaptic neurn sugiere, de nuevo, diferentes
funciones para estos dos
compuestos (Chevaleyre and
Castillo, 2003). La FAAH (Fatty

Acid Amide Hydrolase), es el

2-AG inactivation
Glycerol +

2AGC mmmmmememe e arachidonic
acid

enzima responsable de
eliminar la anandamina y se
................................................................ - encuentra anclado a las
. membranas intracelulares
(Cravatt ef al, 1996) con una
localizacion principalmente
post-sinaptica (Egertova et al.,
2003), mientras que la MAGL
fiEnsaide (MonoAcilGlicerol Lipase)
degrada al 2-AG y se localiza

Glycemphospholipid +

phoaphatichisthanclamine en las neuronas de forma pre-

sindptica (Dinh et al, 2002),
figura 21.

Posteynaptic neumon
Extraido de Di Marzo et al., 2004, Nature review Vol. 3
Figura 21. Metabolismo de los endocannabinoides anandamida y 2-AG.

Existe una correlacion entre la distribucion del receptor CB; y la expresion de la FAAH,
aunque este enzima puede catabolizar otros sustratos lipidicos diferentes a la anandamida en
localizaciones diferentes a las que presenta el CB;R. A parte de una correlacion en la distribucion,
existe una correlacion en la funcion ya que existen evidencia que indican que el polimorfismo de

este enzima puede estar implicado en fendmenos de adiccion a drogas y alcohol (Sipe et al., 2002).
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Considerando la naturaleza quimica lipidica de estos compuestos ademas de su peculiar
biosintesis, los endocannabinoides parece ser que actian como mediadores locales de una forma
autocrina y paracrina. Investigaciones recientes indican que también tienen un papel importante en
el control del metabolismo, la diferenciacion, la proliferacion y la muerte celular (Guzman et al.,
2002). Todas estas acciones tienen lugar tras la interaccion del endocannabinoide con su receptor

especifico.

1.3.3.2. El receptor de cannabinoides CB;

El receptor CB; es considerado la proteina de siete dominios transmembrana mas abundante
del cerebro de mamiferos, estd presente en varias regiones neuronales lo que coincide con la
variedad de sus efectos (Herkenham et a/, 1990). Se han descrito 4 sintomas que identifican la
intoxicacion por cannabinoides en roedores: la hipotermia, la inmovilidad rigida, la analgesia y la
disminucion de la actividad motora (Adams and Martin, 1996). Esta tétrada de sintomas no tiene
lugar en ratones a los cuales se les ha delecionado el gen para el receptor CB; (Ledent et al., 1999;
Zimmer et al, 1999), confirmando la participacion de este receptor en los efectos provocados por

cannabinoides.

El locus en humano para el receptor CB; se encuentra en 6q14-15, la proteina codificada
presenta una alta homologia tanto a nivel nucleotidico como aminoacidico entre humanos y
roedores. Pertenece a la familia 1 o A de los GPCRs, aunque difiere de los miembros de esta familia
en que no presenta el puente disulfuro en el EC2, pero si se forma este puente disulfuro en el EC3
y en que tampoco presenta el residuo de Pro en el TM-5. Puede presentar hasta tres lugares de

glicosilacion lo que hace que su peso molecular pueda variar hasta en 10 kDa.

Mediante el uso de mutantes delecionados en la cola C-terminal se ha podido determinar los
residuos importantes para el acoplamiento a la proteina G, que en el caso de los receptores de
cannabinoides es Gy,. Asi los aminoacidos mas proximos a la membrana de la cola carboxi terminal
parecen ser criticos para el acoplamiento a la proteina Gy, mientras que los mas distales modulan
tanto la amplitud como la cinética de la sefial (Nie and Lewis, 2001). La cola C-terminal del CB;R
esta implicada, ademas, en varias funciones como la desensibilizacion y la internalizacion, en las
cuales participan dos dominios diferentes de la cola. Los residuos de la zona central del extremo
carboxi terminal contienen lugares de fosforilacion criticos para la desensibilizacion mediada por
GRKs vy arrestinas (Jin et al, 1999), mientras que 4 residuos cerca del final de la cola parecen ser

criticos para la internalizacion (Hsieh et al., 1999).
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En la figura 22 se muestra la cadena aminoacidica del receptor CB; humano. En gris se
indica los residuos que estan altamente conservados (Baldwin et a/, 1997). En rojo se muestra los
posibles aminoacidos implicados en la unién del cannabinoide no clasico CP-55,940. En la figura

también se muestra los fragmentos importantes para la union de las diferentes proteinas G.

Extracellular side

G ] & G2 Gl 3 & Giogo
Extraido de Mukhopadhyay et al., 2002, Chemistry & Physics of Lipids 121

Figura 22. Secuencia aminoacidica del receptor CB; humano, con sus secuencias mas
relevantes.

La principal via de sefializacion de estos receptores es a través del acoplamiento a proteinas
Gy, POr lo que la activacion del receptor da lugar a una inhibicién de la AC. Ello conlleva la
correspondiente falta de fosforilacion de los sustratos de la PKA, como el canal de K* tipo A (K*),
que al no ser fosforilado permite la salida de K*. La sefalizacion de este receptor es compleja
puesto que en determinadas circunstancias se ha descrito que este receptor puede acoplarse a
proteina G con la consiguiente activacion de la AC. Este fendmeno se ha observado cuando
ademas del receptor CB; también esta activado el receptor D, de dopamina (Glass and Felder,
1997; Jarrahian et al, 2004; Kearn et al, 2005), lo que es una primera evidencia de que estas
proteinas pueden interaccionar molecularmente.

La activacion de los receptores de cannabinoides, ademas, estimula la via de las MAPKs por
un mecanismo dependiente de activacién de proteina G y de niveles bajos de AMPc (Derkinderen et
al., 1996; 2003). De esta manera la estimulacion del receptor permite, entre otras cosas, regular la

expresion de varios genes. También se ha propuesto la activacion de complejas cascadas de
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fosforilacion como las que implican a la fosfoinositol-3-kinasa y PKB (McAllister and Glass, 2002; Di
marzo et al., 2002; Piomelli, 2003; De Petrocellis et al., 2004; Pertwee et al., 1997).

En el caso de la activacidn de los receptores CB;, pero no los CB;R, también esta descrito una
inhibicion de canales de Ca** dependientes de voltaje tipo N y P/Q y la estimulacién de canales
rectificadores de entrada de K* (McAllister and Glass, 2002). Ambas modulaciones son
dependientes de proteina Gy, y en el caso de los canales de Ca’* independientes de los niveles de
AMPc, mientras que la modulacion sobre los canales de K*, como ocurria con el canal K, (véase

mas arriba), es dependiente de los niveles de AMPc.

Se ha propuesto que diferentes clases de agonistas pueden seleccionar o inducir diferentes
conformaciones del receptor promoviendo la activacion de diferentes cascadas de senalizacion
(McAllister and Glass, 2002; Di marzo et al, 2002; Piomelli, 2003; De Petrocellis et al, 2004;
Pertwee et al, 1997). Hay 4 familias de agonistas de los receptores de cannabinoides, como se
muestra en la figura 23. Los ligandos clasicos que incluye al HU-210, con estructura similar a la
del THC. Los no-clasicos como el CP-55,940, que son similares a los clasicos pero no tienen el anillo
pirano. Los de la familia de
aminoalquilindoles como el WIN 55,212-2,

que como se muestra en la figura presentan

una estructura diferente a los otros vy
o ademas, esta descrito, se une al receptor en

[ j WIN 55,212-2 un centro de union diferente al de los otros

L‘/\O

. _

“‘é eicosanoides como la ACEA, con una
8 estructura mas similar a los

endocannabinoides.

agonistas. Finalmente los de la familia de

Figura 23. Representacion de las 4 familias principales de agonistas de CB;R.

El mecanismo principal de la accién de los cannabinoides es como mensajeros retrogrados.
Los endocannabinoides son liberados de neuronas post-sinapticas despolarizadas, ya que en estas
células la despolarizacién da lugar a la entrada de Ca**, que como se ha comentado anteriormente
es un activador de los enzimas responsables de la biosintesis de los endocannabinoides. Estos son
liberados y difunden hacia la neurona pre-sindptica donde interaccionan con el receptor CB;. La
accion principal de la activacion del receptor es la inhibicion de la liberacion de neurotransmisores,
tanto por la activacion de canales de K* como por la inhibicién de canales de Ca?*, que es la sefial
que dispara la fusion en la membrana de las vesiculas que contienen a los neurotransmisores. En la

figura 24 se muestra el mecanismo de accion de los cannabinoides como mensajeros retrogrados.
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Extraido de Christie and Vaughan, 2001, Nature Vol. 410
Figura 24. Accion pre-sinaptica de los CB;R
en la inhibicion de Ila liberacion de

neurotransmisores.

Aunque la accion principal de los receptores
CB; tiene lugar a nivel presinaptico, también se han
encontrado CB;R en neuronas post-sinapticas, y
extrasinapticas (Kofalvi et al, 2005). A nivel
postsinaptico la activacion del receptor modula el
potencial de accién, disminuyéndolo. Esta accion la
lleva a cabo actuando sobre canales de K*
rectificadores y canales de Ca®* dependientes de
voltaje, lo que disminuye la excitabilidad de la

neurona por impedimento de la entrada de Ca*".

o ., ) Endocannabinoid
La distribucion tisular de los receptores de CB1 cannabincid receptor
L . G protei
cannabinoides encaja perfectamente con los efectos s _
Vesicle con}a{lnlngtnaurotmnsm itter
ar giutan.a

Meurotransmitter receptor
AT endocannabinoid transporter
Fatty acid amide hydrolase

=
L
psicotropicos observados tras la administracion del =)
THC, como los relacionados con el conocimiento, el O

“

comportamiento y los efectos motores. Como se ha

comentado anteriormente, los receptores CB; son

uno de los GPCRs mas abundantes del SNC. La mayor densidad de CB;R y endocannabinoides se
detecta en los ganglios basales (Herkenham et a/, 1990; 1991; Mailleux and Vanderhaeghen,
1992), lo que hace de este sistema una diana excepcional en el control del movimiento. También se
encuentra en alta densidad en el cerebelo, en el hipocampo y en el cortex, donde juega un papel
importante en fendmenos cognitivos y de memoria. El receptor CB; también esta presente en el
sistema nervioso periférico donde regula la percepcion del dolor (Iversen and Chapman, 2002), y
en varios 6rganos como el bazo, las amigdalas, el corazon, la prostata, el Utero, los ovarios, los
testiculos y tejidos gastrointestinales; controlando asi funciones cardiovasculares (Randall et al,
2002), reproductivas (Park et al, 2004) y gastrointestinales (Di Carlo and Izzo, 2003). También
tiene efectos en la liberacidn de hormonas y péptidos hipotaldmicos y en la regulacion de los
niveles de hormonas esteroideas por lo que ejerce una modulacion de la ingesta y del eje adrenal-
pituitario-hipotaldmico (Wenger and Moldrich, 2002).
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Los cannabinoides ejercen modulacién de la funcion motora (Howlett et a/, 1990; Compton
et al, 1996), y por tanto, tienen un elevado potencial terapéutico en enfermedades como el
Parkinson y el Huntington (Brotchie, 2003; Lastres-Becker et a/, 2003; Van der Stelt and Di Marzo,
2003). La distribucion celular y subcelular de los receptores CB; en el estriado muestra que estos se
localizan principalmente en terminales nerviosos estriatales GABAérgicos y glutamatérgicos, tanto
en la zona pre-sinaptica, como post-sinaptica y extrasinaptica (Kofalvi et a/, 2005), concretamente
en terminales glutamatérgicos procedentes del cortex (Desarnaud et al., 1995; De Petrocellis et al.,
2000), y en interneuronas GABAérgicas (Emptage et al, 1999), que controlan la actividad de las
neuronas GABAérgicas de proyeccidon (Koost and Tepper, 1999). También se encuentran en los
terminales axonicos de estas neuronas de proyeccion GABAérgicas (medium spiny neurons) (Evans
et al, 1992), que constituyen el 90% de las neuronas estriatales y que proyectan hacia sus
nucleos, como el globus pallidus y la sustancia nigra donde el receptor CB; es muy abundante. Por
hibridacion /n situ se ha detectado el mMRNA en el caudato-putamen (Mailleux and Vanderhaeghen,
1992; Julian et al, 2003) pero no en los nicleos diana de las neuronas de proyeccién, lo que
sugiere que el receptor se sintetiza en las neuronas estriatales eferentes GABAérgicas y la proteina
migra hacia los axones en los terminales estriatonigrales (via directa de salida del estriado que
produce activacion motora) y estriatopalidales (via indirecta de salida del estriado que produce
inhibicion motora) (Herkenham et al., 1991; Hohmann and Herkenham, 2000). Esta descrito que la
microinyeccion de agonistas de CB;R en la via directa produce actividad motora (Safiudo-Pefia et
al, 1996; Sanudo-Pefia and Walker, 1998), mientras que si se microinyectan en la via indirecta
producen efectos inhibitorios sobre la actividad motora, que es el efecto mas destacable que
producen los cannabinoides sobre la actividad motora en los ganglios basales (Miller et al., 1998;
Safiudo-Pefia and Walker, 1998; van der Stelt and Di Marzo, 2003; Dhawan et al., 2006). Las
neuronas de la sustancia nigra pars reticulata y del globus pallidus ademas establecen sinapsis con
terminales glutamatérgicos de neuronas del nlcleo subtalamico. Esta via también estd controlada
por cannabinoides y es de especial relevancia porque esta tdnicamente activa a diferencia de lo que
ocurre con las proyecciones de las neuronas GABAérgicas estriatales que normalmente estan
quiescentes.

La activacion de los receptores CB; en el estriado provoca la inhibicién de la liberaciéon de
GABA de las interneuronas GABAérgicas (Szabo et al., 1998). Sin embargo, el mecanismo de accion
del sistema endocannabinoide en el estriado no esta del todo claro. La inhibicion de la liberacién de
glutamato por cannabinoides presenta tanto un mecanismo dependiente (Gerdeman and Lovinger,
2001; Huang et al, 2001; Brown et al, 2003; Ronesi et al, 2004) como independiente de la
activacion del receptor, ya que persiste en ratones Knock-out (KO) de CB4R, por lo que se especula
la existencia de un receptor CB;-/ike. Por otro lado, evidencias recientes sugieren que la activacion

de los receptores DR inhiben la liberacién de glutamato en las sinapsis corticoestriatales cuando la
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activacion sinaptica que se establece es de alta frecuencia, pero no si es de baja frecuencia
(Bamford et al,, 2004). Segln Yin y Lovinger esta dependencia de la frecuencia para la inhibicion
de la liberacion de glutamato implica un mecanismo que depende de la liberacién de
endocannabinoides. Asi pues, seglin estos autores, la activacion del D,R desencadenaria la
liberacion de endocannabinoides (Giuffrida et al, 1999; Ferrer et al, 2003) que activarian a los
CB;R localizados en los propios terminales glutamatérgicos (Herkenham et a/, 1991; Rodriguez et
al., 2001) y asi inhibirian la liberacion pre-sinaptica de glutamato, como un mecanismo que puede
mediar la modulacién dopaminérgica de la transmision corticoestriatal (Yin and Lovinger, 2006). En
este sentido, también se ha descrito que la aplicacion /n vivo de cannabinoides incrementa la
transmision dopaminérgica estriatal (Malone and Taylor, 1999; Melis et al, 2000; Kofalvi et al.,
2005), principalmente por incremento de la funcién neuronal en el area ventral tegmental (Robbe
et al., 2001) y en la sustancia nigra. Sin embargo, /n vitro no se ha visto que afecte directamente a
la liberacién de dopamina (Szabo et a/, 1999), por lo que se cree que si hay modulacion de la

transmision dopaminérgica es a través de un mecanismo indirecto.

Es destacable indicar que la densidad tanto del receptor como de los endocannabinoides esta
alterada en modelos animales de las enfermedades de Parkinson y Huntington (Di Marzo ef al.,
2000; Romero et al., 2000; Lastres-Becker et al/, 2001a; b; Gubellini et al, 2002; Maccarrone et
al,, 2003) y en pacientes de Parkinson (Lastres-Becker et a/, 2001a; Hurley et a/., 2003). Ademas,
se ha observado que los cannabinoides reducen las disquinesias producidas por L-DOPA (Sieradzan
et al., 2001; Ferrer et al, 2003). Aunque un estudio posterior llevado a cabo con el principio activo
del cannabis no muestra efectos benéficos en las disquinesias de pacientes de Parkinson (Carroll et
al., 2004), por lo que se cree que participa el receptor CB;-/ke mas que el CB;R (presumiblemente
el Unico de los dos que reconoce THC). Los endocannabinoides incrementan en el hipocampo en
ratas modelo de la enfermedad de Alzheimer y en cerebro o espina dorsal de ratones CREAE
(Chronic Relapsing Experimental Allergic Encephalomyelitis) modelo de la esclerosis multiple (Baker
et al., 2001).

Sin embargo, la progresiva naturaleza de desordenes como el Parkinson, el Alzheimer y la
esclerosis mlultiple pueden resultar en wuna permanente hiperactividad del sistema
endocannabinoide. Esta hiperactividad puede contribuir al desarrollo de sintomas en el Parkinson y
el Alzheimer, como la inhibicion de la actividad motora y la perdida de la memoria, respectivamente
(efectos tipicos de los agonistas de CB;R) (Di Marzo et a/., 2000; Mazzola et al., 2003), si bien en
algunos casos hay una disminucion compensatoria de la expresion de CB;R (Silverdale et a/, 2001;
Berrendero et al., 2001). Por otro lado, en modelos animales de Huntington, la expresién de CB;R
en las fibras de los ganglios basales se pierde progresivamente desde estadios tempranos de la

enfermedad, lo que contribuye a la hiperquinesia tipica de la primera fase de la enfermedad
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(Lastres-Becker et al, 2001b; Denovan-Wright and Robertson, 2000). Estos resultados han sido
corroborados en humanos ya que en cerebros post-mortem de pacientes de esta enfermedad se

han encontrado bajos niveles de CB;R (Glass et a/., 1993).

Los endocannabinoides en el SNC intervienen, a través de sus receptores, en la regulacion de
las funciones cognitivas y emocionales en las que estan implicados circuitos neuronales del cortex,
hipocampo y amigdala, y en el refuerzo de drogas de abuso en el sistema mesolimbico (Parolaro
and Rubino, 2002; Gerdeman et al., 2003; Laviolette and Grace, 2006). La accion de los receptores
es a través de la modulacion de la plasticidad sinaptica, en la que se incluye el DSI y DSE
(Depolarization-induced Supression of Inhibition o Excitation), la LTP (Long-Term Potention) y LTD
(Long-Term Depression) y la 1I-LTD (Long-Term Depression of Inhibition) (Wilson and Nicoll, 2002;
Freund et al, 2003). En el hipocampo las neuronas piramidales despolarizadas secretan
endocannabinoides que actlian en interneuronas GABAérgicas, produciendo DSI, o en fibras
glutamatérgicas, provocando DSE. El DSI, como fendmeno de plasticidad sinaptica corta, puede
facilitar la induccion de LTP en las neuronas piramidales, lo que esta relacionado con fendmenos de
aprendizaje. Los cannabinoides inhiben tanto /n7 vivo como /n vitro la liberacion de acetilcolina en el
cortex e hipocampo (Gifford and Ashby, 1996; Gessa et al., 1998; Schlicker and Kathmann, 2001),
lo que también esta relacionado con el aprendizaje y la memoria. La estimulacion de alta frecuencia
de fibras corticales glutamatérgicas que inervan el estriado produce LTD (Calabresi et a/, 1992;
Choi and Lovinger, 1997), que parece contribuir a la formacion del habito, un tipo de aprendizaje
dependiente del estriado que es la causa del desarrollo de la destreza y que esta implicado en la
patogénesis de la adiccion a drogas (De Vries et al, 2001; Gerdeman et al., 2003; Fattore et al.,
2003).

Los endocannabinoides se encuentran elevados de forma selectiva y transiente en ciertas
areas del cerebro durante condiciones patoldgicas, como las que tienen lugar en el hipocampo tras
excitotoxicidad por glutamato, a través de un mecanismo retroalimentado de liberacién de
endocannabinoides que inhibe la actividad de neuronas glutamatérgicas (Marsicano et a/., 2003), o
en el hipotdlamo y determinadas areas del sistema limbico después de ciertos estimulos de estrés,
reforzando el apetito a través de la inhibicion de sefales anorécticas (Di Marzo et al, 2001;
Kirkham et a/., 2002; Cota et al, 2003), o en la amigdala basolateral en el proceso de recuperacién
de recuerdos desagradables donde suprimen estos recuerdos adversos a través de la inhibicion de
la sefal de GABA (Marsicano et al, 2002; Laviolette and Grace, 2006), o en la sustancia gris
periacueductal tras estimulos dolorosos donde producen analgesia central a través de la supresion

de la actividad neuronal nociceptiva (Walker et a/., 1999).
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Por otra parte se ha observado que los niveles de anandamida incrementan en casos de
embolia (Schabitz et a/, 2002), que, junto con el hecho de que la activacion de los receptores CB,
protege de embolia en modelos animales (Parmentier-Batteur et al., 2002) y tiene efecto protector
en traumas cerebrales (Panikashvili et a/, 2001), dan pie a la idea de que los endocannabinoides

son agentes neuroprotectores.

Todas estas implicaciones del sistema endocannabinoide hacen que sea un sistema
prometedor para el futuro desarrollo de drogas terapéuticas (Di Marzo et al, 2004). De hecho,
algunos agonistas de estos receptores estan en diferentes fases clinicas para el tratamiento de
nauseas, las enfermedades de Tourette y Parkinson, dolor, caquexia, glaucoma, cancer, diarreas e
infartos o embolias; y el SR 141716A, antagonista/agonista inverso del receptor CB,, para el

tratamiento de la obesidad y la dependencia tanto del tabaco como del alcohol.

1.3.4. Interrelacion entre los receptores D,, A, y CB; en el estriado

Como se ha comentado anteriormente, los receptores D, de dopamina, A, de adenosina y
CB; de cannabinoides codistribuyen en el estriado y colocalizan en neuronas GABAérgicas
estriatopalidales. Puesto que el estriado es el mayor componente de los ganglios basales implicado
en las funciones motoras, cognitivas y limbicas (Calabresi et al, 1997; Packard and Knowlton,
2002), ha suscitado un enorme interés el estudiar si la adenosina y los endocannabinoides pueden
modular la transmision dopaminérgica. De hecho, las alteraciones en las vias dopaminérgicas
estriatales estan implicadas en una gran variedad de desordenes neuroldgicos y psiquiatricos como
el Parkinson, el sindrome de Tourette, la esquizofrenia y la adicciéon a drogas (Berke and Hyman,
2000; Carlsson et al., 2001).

1.3.4.1. Interaccion funcional y molecular entre A 4R y DR

Una de las funciones mas importantes mediadas por el D,R es el control del movimiento. Este
hecho fue evidenciado en 1995 por Baik y colaboradores, los cuales generaron el primer raton KO
para el D,R (Baik et al, 1995). Este raton presentaba un comportamiento motor claramente
dafado (con fenotipo tipo parkinsoniano) lo que implicaba a este receptor en el control del
movimiento. Sin embargo, la neurotransmision dopaminérgica no es el Unico sistema implicado en
el control de la funcion motora. Esta compleja funcién también esta regulada por la adenosina, a
través de sus receptores especificos presentes en los ganglios basales. La adenosina regula la

liberacion de neurotransmisores en el estriado (Agnati et a/, 2003). De hecho el cross-talk
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funcional entre adenosina y dopamina estd altamente implicado en enfermedades
neurodegenerativas del sistema nervioso central, especialmente en la enfermedad de Parkinson y
en otros fendmenos relacionados con el control motor, la adiccién a drogas y los desordenes

neuropsiquiatricos (Agnati et al., 2003; Ferré et al., 2003).

Como se ha comentado anteriormente los receptores D, de dopamina y A5 de adenosina se
expresan de forma abundante en los ganglios basales, constituidos por cinco nucleos principales: el
estriado, la sustancia nigra, el globus pallidus y los nlcleos subtaldmicos. La adenosina y la
dopamina ejercen efectos opuestos en el estriado, principal estructura de entrada de los ganglios
basales y componente clave del sistema motor y limbico.

Las principales vias de entrada al estriado las constituyen, por un lado las neuronas aferentes
glutamatérgicas procedentes de areas neocorticales y areas limbicas como la amigdala y el
hipocampo, y por otro lado las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, localizadas en la
sustancia nigra y el area ventral tegmental (Heimer et al., 1995; Gerfen et al., 1996). En el estriado
mas del 90% de las neuronas son GABAérgicas de proyeccién o medium spiny neurons, divididas
en dos poblaciones: las estriatonigroentopedunculares (el marcador de estas neuronas es la
dinorfina y la sustancia P) que conectan el estriado con la sustancia nigra y conforman la via directa
de salida del estriado, y las neuronas GABAérgicas estriatopalidales (el marcador es la encefalina)
que conectan el estriado con el globus pallidus y forman parte de la via indirecta. La estimulacion
de la via directa produce activacién motora, mientras que la de la via indirecta produce inactivacion
motora (Ferré et al., 2003).

Las neuronas estriatonigroentopedunculares contienen D;R, mientras que las neuronas
estriatopalidales contienen receptores dopaminérgicos del subtipo D, (Ferré et al, 1997). Ambos
tipos neuronales contienen receptores A;, mientras que los receptores Ay, se encuentran solamente
en las neuronas estriatopalidales (Schiffmann et al., 1991; Ferré et al, 1997). Asi, los receptores
A sblo codistribuyen con los receptores dopaminérgicos del tipo D,, mientras que los receptores
A; codistribuyen tanto con los D,R como los D;R. Concretamente los receptores A,n vy D, se
localizan en las dendritas de las neuronas GABAérgicas estriatopalidales en una proporcién del 69-
81%, aunque también pueden codistribuir en los terminales axonicos de estas neuronas (18-28%)
(Rosin et al, 1998). La dopamina o los agonistas de estos receptores provocan la activacion de la
actividad motora por activacion de los receptores D; de las  neuronas
estriatonigroentopedunculares, mientras que deprimen la actividad de las neuronas
estriatopalidales actuando sobre los D;R produciendo también una activacion motora (Alexander et
al., 1990; Gerfen et al., 1996). Estos datos proporcionan el marco anatdmico que justifica un gran

numero de resultados experimentales que sugieren que la mayor parte de los efectos motrices de
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los ligandos de adenosina se producen como consecuencia de una interaccion especifica entre

subtipos de receptores adenosinicos y dopaminérgicos.

Existen numerosas evidencias de la interaccion funcional antagdnica entre los A;4R y D,R. Por
ejemplo, en preparaciones de membrana de estriado de rata, la activacion de los A,sR disminuye la
afinidad de los D,R por sus agonistas, ademas de su sefalizacion (Ferré et al, 1991); y la
activacion de los receptores D, antagonizan la sefializacion mediada por los receptores A, a través
de proteinas G (Kull et a/., 1999).

Aunque estos efectos antagonicos pueden ser explicados parcialmente por un cross-talk a
nivel de segundos mensajeros, también sugerian la interaccion molecular entre ambos receptores.
Sin embargo, no fue hasta el 2001 cuando se demostré por estudios de coinmunoprecipitacion y
colocalizacion la existencia de los complejos heteroméricos A,aR/D,R en membranas celulares, tanto
de células transfectadas como de cultivos primarios de neuronas estriatales (Hillion et a/, 2001). Es
remarcable sefialar que la exposicion prolongada a los agonistas de los receptores Ay, 0 D, resulta
en una coagregacion, una cointernalizacion y una codesensibilizacion de ambos receptores (Hillion
et al., 2002).

La confirmacion definitiva de la presencia de heteromeros A,sR/D,R se llevo a cabo en
nuestro grupo mediante experimentos de BRET y FRET en células /n vivo (Canals et al., 2003). En
este estudio mediante el uso de técnicas computaciones y mutantes del receptor D, se pudo
establecer algunos determinantes estructurales implicados en la dimerizacion de estas proteinas. En
la formacion de complejos A,xR/D,R parecen ser importantes los dominios transmembrana 5y 6 y
el IC3 del receptor D, que interaccionan con el TM-4 y el dominio C-terminal del receptor Aja.
Posteriormente se han obtenido evidencias de que las interacciones electroestaticas entre dos
regiones de residuos basicos del IC3 del receptor D, con ciertos residuos acidos de la parte mas
distal de la cola C-terminal del receptor A,y pueden ser determinantes para la formacion del
heterodimero (Ciruela et a/, 2004). Una de estas regiones basicas del receptor D, se localiza en la
porcion mas N-terminal del IC3, mientras que la otra se localiza en el centro de este bucle
intracelular, y por tanto, solo en la isoforma larga del D,R. Pese a que la exposicion prolongada a
agonistas de ambos receptores da lugar a una coagregacion, observada por técnicas de
inmunocitoquimica, el tratamiento con ligandos de estos receptores, de forma individual o conjunta,
no altera el grado de dimerizacion lo que sugiere que estos heteromeros se preforman en el RE
(Canals et al., 2003).

La heteromerizacion de los receptores A,A/D, tiene una gran relevancia en la enfermedad de

Parkinson. Esta enfermedad se caracteriza por la degeneracion progresiva de las neuronas

dopaminérgicas nigroestriatales que proyectan de la sustancia nigra al caudato-putamen. Esto da
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lugar a una disminucién de la liberacion de dopamina en el estriado, lo que provoca una
hipoactividad de las neuronas GABAérgicas estriatonigroentopedunculares y una hiperactividad de
las neuronas GABAérgicas estriatopalidales debido a la liberacion de los efectos inhibitorios de la
dopamina enddgena (Obeso et al, 2000), con el consiguiente descontrol de la actividad de los
ganglios basales. El tratamiento paliativo de esta enfermedad es suministrar un precursor de
dopamina, la L-DOPA, que aunque efectivo en los primeros estadios de la enfermedad, acaba por
perder la efectividad y provoca la aparicion de disquinesias (Nutt, 1990). Los antagonistas de los
A,xR bloguean la accion de la adenosina enddgena sobre el heterdmero A;R/D;R, lo que provoca
un incremento en la sefializacidon mediada por el D,R (Ferré et al, 1991), ademas de disminuir la
sefializacion mediada por AR incrementada debido a la falta de dopamina. Asi pues el tratamiento
combinado de L-DOPA y antagonistas de adenosina parece potenciar las acciones antiparkisonianas
de la L-DOPA, tanto en modelos animales (Kanda et a/, 1998) como en pacientes de esta

enfermedad (Bara-Jimenez et al., 2003; Hauser et al., 2003).

1.3.4.2. Interaccion funcional entre CB;R y D,R

La dopamina y los endocannabinoides presentan complejas interacciones en los ganglios
basales. Por ejemplo, la estimulaciéon con cannabinoides en el estriado incrementa la sintesis y
liberacion de dopamina (Romero et al, 1995; Szabo et al, 1999), y la estimulacién de D,R

estriatales de rata desencadena /n vivo la liberacion de anandamida (Giuffrida et a/,, 1999).

El receptor CB; se expresa de forma abundante en el estriado (Herkenham et al., 1991; Glass
and Felder, 1997), tanto en las proyecciones de las neuronas GABAérgicas
estriatonigroentopedunculares como estriatopalidales (Herkenham et a/, 1991) ademas de en las
interneuronas GABAérgicas que controlan a estas neuronas de proyeccién. También hay expresion
de CB4R en las terminaciones glutamatérgicas corticoestriatales, una de las vias de entrada al
estriado. En estas sinapsis glutamatérgicas la activacion de los CB;R y D,R disminuyen la liberacion
de glutamato (Yin and Lovinger, 2006; Bamford et al, 2004), por lo que median la plasticidad
sindptica por LTD, lo que parece ser importante tanto para el control motor como para el
aprendizaje (Jog et al., 1999).

El receptor D, se expresa principalmente en las neuronas GABAérgicas estriatopalidales
(véase mas arriba), por lo que es en este tipo neuronal donde puede tener lugar una interaccion
entre estos dos receptores. Esta descrito que el bloqueo de los D,R de la parte dorsal de estas
neuronas, procedentes del caudato-putamen, esta asociado con los efectos extrapiramidales de los
neurolépticos, mientras que el bloqueo en la parte ventral parece estar implicado en los efectos

antipsicoticos de estas sustancias, 0o, como minimo, en su efecto terapéutico en la esquizofrenia.
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Por tanto las neuronas que se originan en la parte ventral del estriado, el nlicleo acumbens, juegan
un papel importante en la conversion de la motivacion en accion transfiriendo la informacion del
sistema limbico al motor (Ferré et al, 1997). En las neuronas procedentes del nlcleo acumbens se
expresan tanto los D,R como los CB;R, colocalizando en muchos casos en dendritas, aunque
también en pequefios terminales axonicos (Pickel et a/, 2006). La activacion de los CBsR en el
estriado ventral estd relacionada con las propiedades de recompensa de la comida y de muchas
drogas de abuso como el THC (Gardner andVorel, 1998; Duarte ef al, 2004).

La localizacion de ambos receptores en una misma neurona (Hermann et a/,, 2002; Pickel et
al, 2006) y las interacciones descritas sugieren que estas dos proteinas pueden interaccionar, y
que esta interaccidon puede afectar dinamicamente la accion fisioldgica tanto de ligandos enddgenos
como exodgenos de estos receptores. Una evidencia clara de que ambas proteinas pueden
interaccionar molecularmente es el hecho de que de forma individual ambos receptores inhiben la
estimulacion de la AC (Meschler and Howlett, 2001). Sin embargo la activacion conjunta (Glass and
Felder, 1997; Kearn et al., 2005) o simplemente la co-expresion de ambos receptores en cultivos de
neuronas estriatales cambia el acoplamiento de la proteina Gy, a la proteina G (Jarrahian et al,
2004). Kearn y colaboradores en el 2005 sugirieron la existencia de estos heterodimeros mediante
experimentos de coinmunoprecipitacion. En este estudio observaron que en ausencia de agonistas
ambos receptores coinmunoprecipitan, pero que los agonistas del CB;R tendian a incrementar la
coinmunoprecipiacion entre estos dos receptores, mientras que los antagonistas de este mismo
receptor tendian a disminuirla. En estos experimentos, ademas, observaron un comportamiento
similar al observado por Glass y Felder respecto a la estimulacion de la AC pero a nivel de la
activacion de la via de las MAPKs. La co-expresion de ambos receptores incrementa de forma
considerable la fosforilacion de ERK 1/2 mediada por activacion de CB;R, pero no de D;R,
comparado con la sefial obtenida cuando solo se expresa uno de los receptores. El incremento
observado en la sefal mediada por CB;R en células que co-expresan ambos receptores, es
independiente del tratamiento con la toxina pertusis (a diferencia de lo que ocurre cuando la
estimulacion de la via es en células transfectadas con un Unico receptor), por lo que concluyen que
la co-expresion de D,R y CB;R da lugar a un acoplamiento del complejo a la proteina Gg en vez de a
la preferencial Gy,. Finalmente observan que cada receptor presenta una afinidad similar por un
antagonista radiomarcado tanto si se expresa de forma individual como conjunta, ademas de no
observar cambios en la afinidad de uno de los receptores cuando se estimula al otro, por lo que
sugieren que la formacion de los dimeros CB;R/D,R no altera los lugares de union (Kearn et a/,
2005).
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1.3.4.3. Interaccion funcional entre A,R y CB;R

Hasta la fecha, poco se ha publicado sobre si existe o no interaccion funcional entre los
receptores A, Y CB;, pese a que ambos receptores codistribuyen en varias areas del SNC, como el
estriado, cerebelo, hipocampo y cortex (Herkenham et a/, 1991; Svenningsson et a/., 1999). Tanto
la adenosina como los cannabinoides participan en la modulacién de diferentes procesos como la
nocicepcion, ansiedad, agresividad, actividad motora y adiccion a drogas (Fredholm and

Svenningsson, 2003; Piomelli, 2003).

En las vias relacionadas con la drogadiccion, la transmision dopaminérgica en el sistema
mesolimbico juega un papel crucial en la modulacién de los procesos de recompensa (Koob, 1996;
Di Chiara, 2002) y por lo tanto en las propiedades adictivas de las drogas de abuso. La adenosina
regula la transmisién dopaminérgica a través de interacciones antagodnicas entre los A;R/DiR y
AaR/D,R (Franco et al., 2000; Canals et al, 2003). Los cannabinoides, a través de su receptor CB;,
también controlan esta via mediante interacciones con el D,R (Kearn et al, 2005). Asi pues ambos
receptores pueden tener un papel relevante en fendmenos de adiccién a drogas. De hecho esta
descrito que la administracion crdnica de elevadas dosis de cannabinoides como el THC y el HU-210
producen dependencia fisica en animales de experimentacion (Maldonado and Rodriguez de
Fonseca, 2002) y que la adenosina juega un papel crucial en los fendmenos de dependencia fisica y
abstinencia de diferentes drogas de abuso. Este efecto parece estar estrechamente relacionado con
la capacidad que tienen la mayoria de drogas de abuso para producir, tras un tratamiento cronico,
cambios en las vias de sefializacion mediadas por adenosina. Asi, el sindrome de abstinencia a
cannabinoides y otras sustancias adictivas como la nicotina y los opiodes se ha asociado con un
aumento de la actividad de la AC (Rasmussen et al, 1990; Maldonado et al, 1996; Hutcheson et
al, 1998; Tzavara et al, 2002). Diversos estudios farmacoldgicos han demostrado que el bloqueo
del metabolismo de adenosina es capaz de disminuir la severidad del sindrome de abstinencia a
morfina (Kaplan and Coyle, 1998), efecto que es similar al obtenido tras la administracion del
agonista del AR CGS 21680 (Kaplan y Sears, 1996).

Mediante el uso de ratones KO se ha demostrado que los ratones que tienen delecionado el
gen para el A;R presentan un sindrome de abstinencia a opiodes mayor, sin observarse
alteraciones en el doble KO de AsR y CB;R (Berrendero et al, 2003), mientras que los signos de
abstinencia a opiodes en el KO de CB;R son menores (Ledent et a/., 1999). Esto parece indicar que
el CB,R es necesario para la completa manifestacion de los signos somaticos de la abstinencia. Asi

pues los receptores A, y CB; tienen un papel opuesto en la expresion de la dependencia a opiodes
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(Berrendero et al, 2003). Aungue por otro lado, también esta descrito que las manifestaciones
somaticas de abstinencia a THC inducidas tras la administracion del antagonista/agonista inverso
de CB4R, SR 141716A, estan atenuadas en el KO de AxR, ademas de que este raton modificado
presenta una reduccion importante en los efectos de recompensa inducidos por THC, que no estan
asociados a modificaciones ni en la distribucion y/o funcionamiento de los CB;R en el KO de A;xR
(Soria et al., 2004).

Respecto al control del movimiento, esta descrito que el doble KO para A;aR y CB;R presenta
una actividad espontanea reducida, ademas de niveles mas altos de ansiedad (Berrendero et al.,
2003). Como se ha venido comentando, en el estriado ambos receptores participan en el control del
movimiento. En este sentido varios estudios sugieren el potencial terapéutico de drogas que acttien

sobre estos dos receptores en el tratamiento de patologias motoras como el Parkinson.

1.3.4.4. Interaccion funcional entre A,,R, CB;R y D;R

De todo lo comentado anteriormente se deduce que puede existir algin tipo de interaccion
funcional entre estos tres receptores, que puede ser relevante en fendmenos tanto de adiccion a

drogas como de alteraciones motoras entre otras.

Las drogas de abuso producen diferentes respuestas clinicas, aunque todas tienen en comun
que provocan adiccion. Esto sugiere que comparten un mecanismo molecular en comun que
contribuye al desarrollo de la adicciéon. Los incrementos de dopamina extracelular en el ndcleo
acumbens (Robbins and Everitt, 1999; Nestler, 2001) y la sefializacion mediada por PKA (Nestler,
2001) se considera estan implicados en todos los fendmenos de adiccion.

En las neuronas de proyeccion estriatales esta altamente expresada la DARPP-32 (Dopamine
and cyclic Adenosine 3, 5- monophosphate Regulated Phospho Protein, 32 kDa) (Walaas and
Greengard, 1984; Ouimet et al, 1998) que actia como modulador de la via del AMPc. La
fosforilacion catalizada por la PKA en la Thr34 convierte a DARPP-32 en un inhibidor de la PP-1
(Protein Phosphatase-1) (Hemmings et al., 1984), que previene la desfosforilacion de las proteinas
diana que vienen a continuacion en la via, de forma que amplifica los efectos producidos por la
activacion de la cascada AMPc/PKA (Greengard, 2001). DARPP-32 esta implicada en la generacion
de la respuesta motora producida por varias clases de drogas que activan o inhiben la via
AMPc/PKA en las neuronas de proyeccion del estriado (Andersson et al., 2005).

Las neuronas estriatopalidales coexpresan los receptores Ay, y D,. En estas células el estado
de fosforilacion de DARPP-32 en la Thr34 refleja un balance entre la activacion de AR, que

estimula la activacion de la PKA por incremento de los niveles de AMPc vy la activacion de DR que
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reduce la actividad de la PKA por inhibicion de la produccién de AMPc y por activacion de la PP-2B
que desfosforila a DARPP-323* (Figura 25). Se ha descrito que el incremento en la fosforilacién en
la posicion Thr34 de la DARPP-32 producido por el bloqgueo de D,R es dependiente de la
transmision de adenosina a través de A sR (Svenningsson et al, 2000), lo que sugiere que la
inhibicién ejercida por D-R de la fosforilacién de DARPP-32** estd mediada principalmente por la
inhibicién de la producciéon de AMPc.

Figura 25. Relacion antagédnica entre AR y
D,R. Las flechas verdes representan activacion y las rojas
inhibicion.

Considerando que la cascada de sefializacion

PLC de CB;R es similar a la de D,R (disminucion de la
PP-EE PP2A produccidon de AMPc) cabria pensar que los
PKAS \[:AR p32s  agonistas de CB;R producen una inhibicion de la

DARPP32%¢  fosforilacion de la Thr34 de DARPP-32. Sin
embargo, la activacion de CB;R, tanto por agonista
como por inhibicion de la recaptacion de
cannabinoides, produce una marcada reduccion de
la actividad motora, relacionada con la estimulacion
de la fosforilacién en la Thr34 de la DARPP-32
(Andersson et al, 2005). La disminucion motora provocada por la activacion de CB;R se ve

atenuada por la inactivacién genética de DARPP-32. La mutacion puntual de la DARPP-32 en la
posicion Thr34, lugar que fosforila la PKA, provoca una reduccion similar de la actividad motora a la
producida por el agonista del CB;R CP-55,940. En cambio, la mutacién en la posicion Thr75, lugar
de fosforilacion de la kinasa dependiente de ciclina 5, no altera la respuesta motora (Andersson et
al., 2005). Por otro lado la inactivacion genética tanto de D,R como de A,,R disminuye tanto la
fosforilacion de DARPP-32 en la Thr34, como la accién de inhibicién motora provocada por el CP-
55,940 (Andersson et al, 2005). Segun estos autores la activacion de CB;R incrementa la
fosforilacion en la Thr34 por antagonizacién de la inhibicidon ejercida por el D,R en la cascada
AMPc/PKA. Considerando las interacciones opuestas entre AR y D,R (ver apartado 1.3.4.1), y el
hecho de que los efectos del CP-55,940 son menores al tratar con antagonistas del A, y en el KO
de este receptor (por disminucidon en la fosforilacion en Thr34), confirman la idea de que CB;R
actlia contrarrestando la transmision a través del D;R. Este cross-talk negativo cuyo mecanismo es
desconocido, daria lugar a una desinhibicion/facilitacion de la activacion cAMP/PKA/DARPP-32
dependiente de AR en la via indirecta de salida del estriado. Otra explicacion plausible para este

fendomeno es que el incremento en la fosforilacidon de DARPP-32 catalizada por PKA tras la
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activacion por cannabinoides sea el resultado de la estimulacion post-sinaptica de CB;R en
presencia de activacion ténica de los DR en dendritas de las neuronas de proyeccion estriatales
(Rodriguez et al, 2001) ya que esta descrito que la co-activacion de ambos receptores provoca un
cambio de sefializacién por activacion de la AC (Glass and Felder, 1997; Kearn et al., 2005).

A favor de un cross-talk positivo entre CB;R y D,R estan los resultados de Yao vy
colaboradores (Yao et al, 2003). Estos autores observaron que concentraciones subdptimas de
agonistas de CB;R y agonistas de D,R, que por separado no tienen ningun efecto, activan la senal
cAMP/PKA de forma sinergistica, esta sinergia esta corroborada de forma indirecta por el hecho de
que los agonistas del D,R potencian la sedacion inducida por cannabinoides a dosis que son
inefectivas cuando se administran solas (Meschler et a/, 2000). Para que esta sinergia tenga lugar
se requiere de la activacion de AR por adenosina, por lo que antagonistas de este receptor
pueden atenuar el desarrollo de fendmenos adictivos. La sinergia entre CB;R y D,R (modulada por
AR) parece conferir hipersensibilidad a cannabinoides ademas de incrementar la sensibilidad de
D,R cuando estos tres receptores estan expresados en la misma neurona. Asi pues, este cross-talk
puede ser importante en la activacion inducida por drogas en las neuronas de proyeccion que se

originan en el lado ventral del estriado, el niicleo acumbens (Yao et a/.,, 2003).

En la figura 26 se resume los resultados obtenidos por Yao y colaboradores. Estos autores

i..:.g. adenosine sugieren que la activacion post-sinaptica

w n de CB;R y D;R, induce la activacion de
1 / (% PKA y la correspondiente expresion de

- m — ,uf genes controlados por CREB. Los dimeros
':N'-*F"_fi..-ﬁ\ Gg, liberados de Gy, al activar CB;R y D,R

PKA (CalCan (flecha roja), provocan la translocacion

o / sinérgica de PKA al nucleo. La activacion
| )

de AR via proteinas G, es necesaria para

- que tenga lugar esta sinergia.

; p Extraido y modificado de Yao et a/., 2003, PNAS Vol. 100, n° 24
cAMP-inducible genas

Figura 26. Esquema resumen de la sinergia entre D,R y CB;4R, y el papel que ejerce el A;,R
en este proceso.

Asi pues, una proporcion considerable de los efectos psicomotrices de los cannabinoides
puede deberse a la sefializacion en las medium spiny neurons implicando la fosforilacion de DARPP-
32 dependiente de PKA, por modulacion de la transmision a través AnR y DR (Andersson et al.,
2005).
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En este contexto de interacciones entre receptores acoplados a proteina G, los trabajos
presentados en esta Tesis hacen hincapié en la relevancia de la heteromerizacion en las
propiedades funcionales y de regulacion de estos receptores, asi como de la importancia de la
descripcion de complejos heteroméricos de mas de dos receptores para el mejor entendimiento de

las funciones bioldgicas.

Como se menciona en el apartado 1.3.4.1 de esta introduccion, existen evidencias de que la
interaccion funcional y molecular entre los receptores A,» de adenosina y D, de dopamina tiene
gran relevancia en la enfermedad de Parkinson. Los pacientes de esta enfermedad son tratados con
L-DOPA, la cual es metabolizada en el cerebro a dopamina. Sin embargo, una porciéon importante
es también metabolizada por otros enzimas a homocisteina. Asi pues, en esta Tesis se presenta el
trabajo Allosteric Modulation of Dopamine D, Receptors by Homocysteine, en el cual se
pone de manifiesto el efecto de este compuesto en la funcionalidad y regulacion del heterémero
AssR/D;R.

En esta Tesis también se presenta el trabajo Striatal Adenosine Az, and Cannabinoid
CB; Receptors Form Functional Heteromeric Complexes that Mediate the Motor Effects
of Cannabinoids, que abre una nueva expectativa en el entendimiento de la regulaciéon de estos
dos receptores en la funcion estriatal. Como se describe en el apartado 1.3.4.3, pese a que ambos
receptores participan en el estriado en el control de la actividad motora y la adiccién a drogas,
hasta la fecha solo existian evidencias indirectas de una posible interaccion funcional entre estos
dos receptores. Asi pues, en este trabajo, no sélo se describe que ambos receptores interaccionan
molecularmente, si no que esta heteromerizacion juega un papel clave en la funcionalidad de estos

receptores en la actividad motora.

Uno de los logros mas remarcables de esta Tesis es el desarrollo de la técnica de SRET como
se presenta en el trabajo Detection of Heteromerization of More than Two Receptors by
Sequential BRET-FRET. Esta técnica puede ser de gran utilidad para la descripcion complejos
oligbmericos de mas de dos receptores, lo que es esencial para el mejor entendimiento de la
integracion de las senales a nivel molecular y nos ayuda en el disefio de nuevos compuestos para el
tratamiento de enfermedades. La identificacion de las redes moleculares horizontales que tienen
lugar a nivel de membrana plasmatica, en la cual un receptor especifico interacciona e integra el
mensaje procedente de una variedad de neurotransmisores-neuromoduladores, permitird un mejor
entendimiento de la funcién neuronal. Ademas en este trabajo se describe por primera vez la

ocurrencia de heterdmeros entre los receptores A,» de adenosina, D, de dopamina y CB; de
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cannabinoides con las implicaciones que esto puede suponer en la funcién estriatal, tanto en la
regulacion de la actividad motora como en los fenémenos de adiccion a drogas, como las descritas
en el apartado 1.3.4.4.

Finalmente en el trabajo Insight into the intramembrane and intracellular cross-talk
between adenosine A, dopamine D, and cannabinoid CB; receptor in the heteromer
complex presentado en esta Tesis se analizan las consecuencias de la activacion del receptor CB;
en las propiedades de unién de radioligandos de los otros dos receptores implicados en el
heteromero y el efecto de la activacion de los tres receptores en la fosforilacion de ERK 1/2. Estos
resultados pueden ayudar a despejar las relaciones que se establecen entre los receptores A, de

adenosina, D, de dopamina y CB; de cannabinoides en las neuronas GABAérgicas estriatopalidales.

88



Il. objetivos

2. Objetivos

La vision de los receptores acoplados a proteina G ha evolucionado en los Ultimos afos.
Clasicamente se consideraban unidades individuales capaces de producir una sefal intracelular;
actualmente, esta aceptado que estas proteinas de membrana pueden interaccionar con otros
receptores de siete dominios transmembrana y que estas interacciones pueden dar lugar a nuevas
propiedades farmacoldgicas de los receptores involucrados. El grupo de investigacion, en el cual se
ha desarrollado esta Tesis doctoral, ha sido pionero en el descubrimiento de interacciones
moleculares entre esta familia de receptores y especialmente entre receptores de adenosina y de
dopamina. Dentro de este marco se ha descrito la interaccion molecular y funcional entre los
receptores de adenosina A Yy los receptores de dopamina D,, que son dianas terapéuticas de la
enfermedad de Parkinson. Como terapia convencional a los pacientes de esta enfermedad se les
suministra L-DOPA, la cual es metabolizada en el cerebro a dopamina. Con estos precedentes, el

primer objetivo planteado en esta Tesis ha sido:

1. Determinar si la presencia de homocisteina, que es un producto secundario del
metabolismo de la L-DOPA, afecta la funcionalidad o la heteromerizacion entre los

receptores A,, de adenosina y D, de dopamina.

En las neuronas GABAérgicas estriatales eferentes codistribuyen los receptores A,y de
adenosina y D, de dopamina y la formacion de heteromeros entre estos dos receptores se ha
descrito que tiene una especial relevancia en el funcionamiento de los ganglios basales. Los
ganglios basales es una de las areas cerebrales donde el receptor CB; de cannabinoides se expresa
de forma abundante y se ha descrito que puede existir una interaccion funcional entre los
cannabinoides y la neurotransmision dopaminérgica y la neuromodulaciéon adenosinérgica. En los
Ultimos anos el receptor CB; ha suscitado un gran interés debido a su presencia en las areas
responsables del control del movimiento y de los fendmenos de adiccion a drogas, en los que los
receptores A, y D, estan también implicados. Por todo ello el segundo objetivo de esta Tesis ha
sido:

2. Investigar si los receptores A,» de adenosina y CB; de cannabinoides codistribuyen y
colocalizan en modelos celulares neuronales y en el tejido estriatal. Estudiar si los
receptores A,n de adenosina y CB; de cannabinoides pueden heteromerizar y si existe
alguna interaccién funcional entre ellos que pueda ser relevante para entender algunas

bases moleculares implicadas en el control del movimiento y en la drogadiccion.
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Considerando que los receptores de adenosina Ays y los de dopamina D, heteromerizan y
colocalizan en neuronas de proyeccion GABAérgicas estriatopalidales, y que los receptores de
cannabinoides CB; pueden estar localizados en ambas neuronas de proyeccion GABAérgicas, tanto
en las estriatopalidales como en las estriatonigroentopedunculares, el tercer y cuarto objetivos de

esta Tesis han sido:

3. Desarrollar una técnica que permita determinar si existe interaccion molecular entre mas
de dos receptores distintos, concretamente entre los receptores de adenosina A,s, dopamina

D, y cannabinoides CB;.
4. Establecer las implicaciones que la heteromerizacion entre receptores de adenosina Aja,

dopamina D, y cannabinoides CB; provocan a nivel de los cambios cinéticos en la unién de

radioligandos y en la sefalizacion de estas proteinas.
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3.1 Modulacion Alostérica de los Receptores D, de

Dopamina por Homocisteina.

Journal of Proteome Research (2006) 5:3077-3083.

Luigi F. Agnatit, Sergi Ferré+, Susanna Genedanit, Giuseppina Leot, Diego Guidolint,
Monica Filaferrot, Paulina Carriba§, Vicent Casad6§, Carme Lluis§, Rafael Franco§,

Amina S. Woods# and Kjell Fuxe|

1t Department of Biomedical Sciences, University of Modena, 41100 Modena, Italy, ¥ Behavioural
Neuroscience Branch, National Institute on Drug Abuse, IRP, NIH, DHHS, Baltimore, Maryland
21224, § Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Barcelona, 08028
Barcelona, Spain and | Department of Neuroscience, Karolinska Institute, 17177 Stockholm,

Sweden

Se ha sugerido que la hiperhomocisteinemia inducida por L-DOPA puede incrementar el
riesgo de infarto, enfermedades cardiacas y demencias ademas de ser un factor patogénico
adicional implicado en la progresién de la enfermedad de Parkinson. En células de ovario de
hamster chino (CHO) establemente transfectadas con los receptores de adenosina A, y dopamina
D, la homocisteina disminuye selectivamente la habilidad de los receptores D, de estimular la
internalizacion de los complejos heteroméricos constituidos por los receptores de adenosina Ay, y
dopamina D,. Los experimentos de union de radioligandos a membranas de este tipo celular
muestran que la homocisteina actlia como antagonista alostérico de los receptores D, por reduccion
selectiva de la afinidad de estos receptores por agonistas pero no por antagonistas. Los analisis de
espectrometria de masas muestran que, a través de una interaccion electroestatica, la
homocisteina puede formar complejos no covalentes con los dos epitopos ricos en arginina del
tercer bucle intracelular del receptor D,, uno de los cuales estd implicado en la heteromerizacion de
los receptores A,a/D,. Sin embargo, la homocisteina no es capaz de prevenir o alterar la
heteromerizacion de los receptores A,,/D, como se demuestra mediante experimentos de
transferencia de energia por resonancia fluorescente (FRET) en células HEK cotransfectadas con
ambos receptores. Asi pues, estos resultados pueden tener alguna implicacion en la enfermedad de

Parkinson.
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3.2 Los Receptores de Adenosina A,, y Cannabinoides CB,
Estriatales Forman Complejos Heteroméricos Funcionales que

Median los Efectos Motores de los Cannabinoides.

Neuropsychopharmacology (2007) 1-11.

Paulina Carriba', Oskar Ortiz?, Kshitij Patkar’, Zuzana Justinova®®, Jessica Stroik*,
Andrea Themann®, Christa Miiller, Anima S. Woods?, Bruce T. Hope’, Francisco Ciruela?!,
Vicent Casadé?, Enric I. Canela’, Carme Lluis', Steven R. Goldberg*, Rosario Moratalla?,

Rafael Franco' and Sergi Ferré*

!Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Barcelona, Barcelona, Spain,
Instituto Cajal, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, Spain; °Proteomics
Laboratory, ‘Preclinical Pharmacology Section and “Neurobiology of Relapse Section, National
Institute on Drug Abuse, Intramural Research Program, National Institutes of Health, Department
of Health and Human Services, Baltimore, Maryland, USA; >University of Maryland School of
Medicine, Department of Psychiatry, Maryland Psychiatric Research Center, Baltimore, Maryland,

USA; Pharmaceutical Institute, University of Bonn, Bonn, Germany.

El mecanismo de accion responsable de los efectos motores depresores inducidos por
cannabinoides, los cuales operan a través de receptores de cannabinoides CB; centrales, es aln
motivo de debate. En este estudio se describe la ocurrencia de complejos heteroméricos
constituidos por los receptores CB; de cannabinoides y A,y de adenosina en células HEK-293T
cotransfectadas con ambos receptores y en estriado de rata, donde ambos receptores colocalizan
en estructuras fibrilares. En la linea celular de neuroblastoma humano, la sefalizacion del receptor
CB; se ha visto es totalmente dependiente de la activacion de los receptores A;x. De acuerdo con
esto, el bloqueo de los receptores A, contrarresta el efecto motor depresor producido por
administracion intraestriatal de un agonista del receptor CB;. Estos resultados bioquimicos y
comportamentales demuestran que el efecto motor profundo que ejercen los cannabinoides
depende de interacciones fisicas y funcionales entre los receptores de adenosina A, Yy

cannabinoides CB; localizados en el estriado.
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Patron de expresion del receptor CB; de cannabinoides en

neuroblastomas no diferenciados y diferenciados.

INTRODUCCION

El sistema nervioso central esta formado por billones de neuronas que estan interconectadas
de una manera muy precisa. Para crear esta red neuronal, las neuritas en desarrollo son guiadas
hacia sus destinos por moléculas extracelulares conductoras como semaforinas, neutrinas y
factores neurotréficos, entre otras. Estas moléculas provocan cambios en la neurona en desarrollo
que afectan a la expresion y distribucion de proteinas y a los niveles de segundos mensajeros, que
conducen a la regulacion de la movilidad neuronal, produciendo extensiones, retracciones,
atracciones y repulsiones. Las variaciones en los niveles de AMPc es una de las senales
involucradas en la diferenciacién neuronal, por lo que el andlogo estructural estable de esta

molécula, el dibutiril AMP ciclico (dBcAMP), induce diferenciacion.

La linea hibrida de neuroblastoma de ratén (N18TG-2) y glioma de rata (C6Bu-1), NG108-15,
ha sido ampliamente utilizada como modelo de célula neuronal para llevar a cabo estudios in vitro
en sustitucion de cultivos primarios neuronales. Estas células se pueden cultivar en forma
diferenciada y no diferenciada (Docherty et al, 1991; Tojima and Ito, 2001). El tratamiento con
dBcAMP provoca una prominente diferenciacion morfoldgica de las células NG108-15 caracterizada
por la extension de neuritas y la aparicion de estructuras tipo axdnicas a partir de cuerpos
neuronales que se han redondeado. En estas condiciones las células tienden a la formacion de
redes entre grupos de ellas. En este anexo se pone de manifiesto que las células NG108-15
expresan receptores CB; de cannabinoides y que este receptor presenta un patron de distribucion
muy caracteristico en las células NG108-15 sin diferenciar que cambia durante la diferenciacion. La
localizacion del receptor CB; en los cuerpos neuronales y en las prolongaciones y los nudos de
ramificacién, una vez la célula estd diferenciada, sugiriere que este receptor puede actuar tanto de
forma pre-sinaptica como post-sinaptica. Esto estd de acuerdo con los resultados mostrados en el
capitulo 1 de resultados y concuerda con la distribucion descrita para este receptor en el cerebro
(ver capitulo 3 de la introduccion apartado 1.3.3.2), por lo que la linea celular de neuroblastoma de
ratdn y glioma de rata NG108-15 puede ser un buen modelo celular para el estudio del receptor
CB;.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares. La linea hibrida de neuroblastoma de ratdn y glioma de rata NG108-15
se cultivd en monocapa con medio de cultivo DMEM (Dulbelcco’s Modlified Eagle’s Medium) (Gibco)
suplementado con 100 pM hipoxantina, 0.02 pM aminopterina y 16 pM timidina (los tres
componentes del suplemento HAT), 4 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina-streptomicina y 5%
(v/v) de sérum fetal bovino inactivado por calor (FBS) (todos los suplementos son de Invitrogen).
Las células se mantienen a 37° en una atmdsfera con 95% de humedad y 5% de CO, y se

subcultivan por dilucién 1:3 cuando presentan una confluencia del 80-90%, dos veces por semana.

RT-PCR seguida de PCR. En primer lugar se aislé el ARN de las células NG108-15
utilizando el QuickPrep™ Total RNA Extraction Kit (Amersham) siguiendo las instrucciones del
fabricante en un medio libre de ARN-asas. De forma resumida, el ARN es extraido por
homogeneizacion utilizando un tampdn que contiene alta concentracion de tiocianato de guanidinio
que asegura la inactivacién rapida de la actividad de las ARN-asas enddgenas y la completa
disociacion de los componentes celulares del ARN. Tras la posterior homogeneizacion en presencia
de cloruro de litio, los extractos se centrifugan en una soluciéon que contiene trifluoroacetato de
cesio. El ARN forma un residuo sélido en el fondo del tubo, mientras que las proteinas quedan en la
parte superior del tubo y el ADN en la fase acuosa. Las proteinas y el ADN contaminantes se
eliminan por lavado con una solucion que contiene tampon de extraccion, cloruro de litio y
trifluoroacetato de cesio. Finalmente se precipita el ARN con etanol al 70% y se seca. El ARN se
resuspende en agua tratada con DEPC para su posterior cuantificacion mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm (absorbancia del ARN) y a 280 nm (absorbancia de las proteinas

contaminantes). La concentracion de ARN viene determinada por la siguiente ecuacion:

[ARN]=Abs;50*40 pg/ml; ya que 40 pg/ml de ARN da una absorbancia de 1 a 260 nm.

Para la retro transcripcion del ARN se necesita, ademas del ARN, deoxinucleotidos (dNTPs),
una mezcla aleatoria de cebadores y la retrotranscriptasa (en este caso la M-MLV RT (H-)) (todos
los reactivos son de Promega). En un tubo estéril, libre de ARN-asas, se afade la mezcla aleatoria
de cebadores y el ARN y se calienta a 70°C durante 5 minutos en el termociclador para deshacer
las posibles estructuras secundarias y se enfria inmediatamente a 4°C durante 5’ para evitar que
éstas se vuelvan a formar. Se afaden los dNTPs, la M-MLV RT (H-) y el tampon de reaccion. Se
incuba durante 10 minutos a 25°C, se calienta a 52°C durante 50 minutos para que tenga lugar la

retrotranscripcion y se para la reaccion calentando la muestra durante 15 minutos a 70°C.
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Se amplifica el ADN con la PCR Master Mix (Promega), solucién que contiene todos los
reactivos necesarios para la amplificacion (la polimerasa de ADN Taq, los dNTPs y el tampdn para
la reaccion). Para la PCR se mezcla la solucion PCR Master Mix, el ADN de la RT-PCR vy los
cebadores upstream 'y downstream. Las secuencias de los cebador para amplificar el receptor de
cannabinoides CB; son: Upstream. 5 TGGGCAGCCTGTTCCTCAC 3’ y Downstream:. 5'
CATGCGGGCTTGGTC 3’ que generan un fragmento de 400 bp. Debido a que las células NG108-15
son un hibrido entre ratén y rata, para el disefio de los cebadores se ha elegido regiones
homologas en ambas especies. En el termociclador la amplificacion se llevd a cabo de la siguiente
manera: 2 minutos de desnaturalizacion a 95°C, seguido de 35 ciclos de 45 segundos de
desnaturalizacidon a 95°C, 45 segundos a 58°C (temperatura de anillamiento de los cebadores) y 2
minutos a 72°C para la extension, con una extension final de 7 minutos. El producto de la PCR se
analizd en gel de agarosa al 1% que contenia bromuro de etidio, revelando las bandas por

exposicion en un transiluminador de luz U. V.

SDS-PAGE y western blot. Se lavan las células NG108-15 con PBS y se centrifugan a 4 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se resuspenden en Tris-HCl 50 mM pH 7.4 en
presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (1/100, Sigma). Se disrumpen las células por
trituracién mecénica en el Polytron® con 3 ciclos de 10 segundos a una potencia de 3 y se
ultracentrifugan a 4°C durante 1 hora a 105000 x g en un rotor 75 T.i (Beckham). Se resuspenden
de nuevo las células en Tris-HClI 50 mM pH 7.4 y se repite el proceso de trituracion. Antes de
ultracentrifugar de nuevo se determina la concentracién de proteina mediante el método del acido
bicinconinico, BCA, (Pierce) utilizando como patrdn diferentes diluciones de albumina sérica bovina.
Finalmente el residuo se resuspende en tampon de carga de electroforesis 2x, que contiene 20%
de glicerol, 2% de 2-mercaptoetanol, 4% SDS, 0.001% de azul de bromofenol en Tris-HCI 125 mM
pH 6.8, a una concentracion final de 2 mg/ml. Las muestras se calentaron durante 5 minutos a
100°C antes de cargar 20 ug de proteina por carril en geles de poliacrilamida (gel concentrador del
4% vy gel separador del 10%). La electroforesis se llevd a cabo a 90 V durante 1-1:30 h. Se
transfirieron las proteinas a membranas de difluoruro de polivinil Hybond-P (PVDF) (Amersham)
utilizando el sistema semi-seco de transferencia de Bio-Rad aplicando un voltaje constante de 20 V
durante 45 minutos. Las membranas se bloquearon durante 1 hora en agitacion continua a
temperatura ambiente con una solucion al 5% (peso/v) de leche en PBS-Tween 0.05% (v/v). A
continuacion se incubaron toda la noche a 4°C en agitacion continua con el anticuerpo primario a-
human-CB; que reconoce el extremo N-terminal, a una dilucién 1/500, obtenido en conejo y
generosamente donado por el doctor K. Mackie (Universidad de Washington). Después de 3

lavados, de 10 minutos/lavado, con PBS-Tween 0.05% se incubaron las membranas con el
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anticuerpo secundario de cabra a-rabbit-IgG conjugado a la peroxidasa de rabano (Pierce) diluido a
1/30000 durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion continua. Después de 5 lavados de 10
minutos cada uno con PBS-Tween 0.05%, se incubaron las membranas con volimenes iguales de
las dos soluciones del sistema de deteccién quimioluminiscente SuperSignal® (Pierce) durante 5-10
minutos. A continuacion se contactaron con peliculas de revelado Hyperfiims ECL (Amersham)

siguiendo un revelado fotografico estandar.

Inmunocitoquimica. Se siembran 50000 células/cubre con medio completo en cubres de
borosilicato previamente tratados con 5.5 pg/ml de poli-L-Lisina y 2.5 pg/ml de laminina (Gibco) en
PBS. En el caso de las células diferencias con dBcAMP, el tratamiento con 500 pM de dBcAMP se
inicio al dia siguiente de que las células fueran sembradas anadiendo el agente diferenciador en
medio sin suplementar, repitiendo el tratamiento al 4° dia. Tras 48 horas después de sembrar las
células no diferenciadas o a los 7 dias para las células diferenciadas, se sustituye el medio por
HBSS (Hank’s Balanced-Salt Solution) con 0.5% de BSA (Bovine Serum Albumin) a 37°C y se
incuba durante 1 hora. Este tratamiento previo se realiza para que las células no se desenganchen
del cubre ni cambien de morfologia. Posteriormente las células se fijan con paraformaldehido al 4%
durante 15 minutos y se lavan realizando 3 ciclos de lavados de 10 minutos/lavado con PBS-glicina
100 mM. A continuacién se bloquean las muestras durante 1 hora con PBS-glicina 100 mM-BSA 1%
en un ambiente saturado de humedad y a 37°C. El anticuerpo utilizado para reconocer al receptor
CB; se ha obtenido inmunizando un conejo contra una secuencia del extremo amino-terminal del
receptor CB; humano y ha sido generosamente donado por el doctor K. Mackie. Este anticuerpo fue
marcado en nuestro laboratorio con cianina 5 (Cy5) siguiendo el protocolo de la casa comercial del
producto AluoroLink Cy5 reactive dye pack (Amersham). El anticuerpo (22 ug proteina/ml) se diluye
1/300 en el mismo tampdn de lavado y se incuba durante 1 hora en las células fijadas en un
ambiente saturado de humedad a 37°C. Se repiten los 3 ciclos de lavados con PBS-glicina 100 mM-
BSA 1% vy finalmente se montan los cubres en porta-objetos utilizando ImmunoFiuore Mounting
Medium (ICN, Cleveland, USA). Las observaciones de las muestras se realizaron en el microscopio

confocal Olympus (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Germany).

RESULTADOS
La linea celular NG108-15 expresa de forma endogena el receptor de

cannabinoides CB;. La expresion del mRNA correspondiente al receptor CB; en células NG108-15

se analizd mediante RT-PCR seguida de PCR. Para el control positivo se utilizd el cDNA del estriado
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de rata. Como control positivo de la PCR se us6 el cDNA amplificado de las células NG108-15 con
cebadores del gen para la proteina constitutiva tubulina, mientras que como controles negativos se
usé el cDNA amplificado de las células NG108-15 sin cebadores, o bien los cebadores para el gen
CB;R con RNA de las NG108-15 sin retro transcribirlo para descartar la posibilidad de que en la
extraccion del ARN se hubiera extraido ADN. El andlisis de las bandas obtenidas por revelado en gel
de agarosa tras la PCR pone de manifiesto que el ARN mensajero de este receptor se expresa de

forma enddgena en la linea celular NG108-15, como se muestra en la figura 1.

1 2 3 4 5 6

Figura 1. Analisis por RT-PCR seguida de PCR de la expresion del receptor CB,
de cannabinoides en las células NG108-15. La RT-PCR se realizd usando el ARN total
extraido de las células NG108-15 (carriles 2, 5 y 6) o de estriado de rata (control positivo de
expresion) (carril 4), usando cebadores especificos para el cDNA de CB;R (carriles 3, 4, 5y 6) o
cebadores especificos para el gen constitutivo de tubulina (233 bp) (carril 2), como control
positivo de la amplificacién por PCR. Los cebadores para el CB;R sin cDNA (carril 3) o con el ARN
de las células NG108-15 (carril 6) se incluyeron como controles negativos. El marcador de pesos

moleculares se muestra en el carril 1.

La expresion proteica del receptor CB; se analizd por western blot de membranas obtenidas
de células NG108-15 como se indica en materiales y métodos. Se utilizé un anticuerpo contra un
epitopo del extremo amino terminal del CB;R humano. Como se muestra en la figura 2 se detecta
una banda a 55 kDa que corresponde al peso molecular del mondmero del receptor, aunque

también se encuentran formas de pesos moleculares inferiores a 35 kDa, que pueden corresponder

a productos de degradacion.

160 kDa -
Figura 2. Analisis por western blot de la expresion proteica del receptor 75 kDa -
CB; de cannabinoides en las células NG108-15. Las membranas de las
——
células NG108-15 se procesaron para la determinacion de la expresion del 50kDa ¥
receptor de cannabinoides CB; tal como se indica en materiales y métodos. N
35 kDa
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Patron de expresion del receptor CB; de cannabinoides en la superficie de las
células NG108-15 no diferenciadas. Mediante la técnica de inmunocitoquimica y microscopia
confocal se determind el patrén de expresion del receptor de cannabinoides CB; en la superficie de
neuroblastomas NG108-15. El anticuerpo que se usd esta generado contra el extremo amino
terminal del receptor CB; humano (véase materiales y métodos), por lo que el marcaje se realiz6
sin necesidad de permeabilizar la célula, marcando de esta manera solo el receptor que alcanza la
membrana plasmatica.

Como se muestra en la figura 3a el patron de distribucion del receptor en las células NG108-
15 sin diferenciar estd muy focalizado en los origenes de las pequefias prominencias que presentan
estas células. La especificidad del anticuerpo se determind pre-incubando las muestras antes del
marcaje durante 1 hora a 37°C con 10 pg/ml del péptido contra el que se generd el anticuerpo,
figura 3b.
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Figura 3. Expresion del receptor de cannabinoides CB; en la membrana de las
células NG108-15. El receptor de cannabinoides CB; se detectdé mediante inmunocitoquimica
con el anticuerpo a-A-CB;R-Cy5 en células NG108-15 no permeabilizadas. En la figura 3a se
muestran imagenes de células a dos niveles de magnificacion. La especificidad del marcaje se
determind pre-incubando el anticuerpo con el péptido contra el que se generd el anticuerpo,

figura 3b. Las barras corresponden a 10 pm.

Se determind si el patron de expresion en superficie del receptor CB; variaba al incubar las
células con un ligando especifico de este receptor. Asi las células NG108-15, 45 horas después de
ser sembradas en cubres tal como se indica en materiales y métodos, se trataron durante 3 horas
con el ligando de la familia de los aminoalquilindoles WIN 55,212-2 a 37°C con una concentracion
final de 100 nM y se procesaron para ser observadas en el microscopio. El patron de expresion del
receptor CB; en la superficie de las NG108-15 sin diferenciar no presento alteraciones significativas

(resultados no mostrados).
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Patron de expresion del receptor de cannabinoides CB; en la superficie de las
células NG108-15 diferenciadas con dBcAMP. Las variaciones en los niveles del segundo
mensajero AMPc estan relacionadas con las sefiales que inducen diferenciacién. El agente
diferenciador dBcAMP es un analogo estructural del AMPc que no es degradado por la célula. Esta
descrito que este agente es un potente diferenciador de la linea hibrida de neuroblastoma de rata y
glioma de ratédn NG108-15 (Docherty et al, 1991; Tojima and Ito, 2001). Asi pues se diferenciaron
estas células con dBcAMP al dia siguiente de sembrarlas tratandolas con 500 uM de este compuesto
en medio sin suplementar. El tratamiento se repitid a los 4 dias y a los 7 dias las células
presentaron una morfologia claramente diferenciada. En este estadio se procesaron para la
observacion en el microscopio de fluorescencia tal y como se indica en el apartado anterior.

En la figura 4 se muestra, por contraste de fases, la morfologia de las células NG108-15
antes y después de ser diferenciadas durante 7 dias. En este periodo de diferenciacion los cuerpos
neuronales de estas células se redondean y aparecen extension de neuritas y estructuras tipo
dendriticas y axodnicas ademas de la formacién de redes entre grupos de células, que contactan

entre ellas mediante profusas ramificaciones de los terminales.

Figura 4. Imagen por contraste de fases de las células NG108-15 no

diferenciadas y diferenciadas durante 7 dias con dBcAMP. La diferenciacion con dBcAMP
provoca la extensién de neuritas y de estructuras dendriticas y axdnicas que favorecen la
formacion de redes ramificadas entre las diferentes células.

El patron de expresion del receptor CB; en agregados somaticos en las células no
diferenciadas cambia radicalmente cuando las células se diferencian. La expresion del receptor
aparece en las prolongaciones en las células diferenciadas, observandose marcaje elevado y

punteado en el cuerpo neuronal y sobretodo en los engrosamientos de las ramificaciones. En la
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figura 5 se muestra este nuevo patron de distribucion del receptor CB; en células NG108-15

diferenciadas.

Figura 5. Distribucion del receptor CB; en células NG108-15 diferenciadas. La
figura de la izquierda representa la imagen de inmunofluorescencia y en la figura de la derecha
se muestra la superposicién del marcaje de inmunocitoquimica con la imagen por contraste de
fases. El receptor CB; se distribuye ampliamente por toda la célula, especialmente en las
prolongaciones y en los nudos, asi como en el cuerpo neuronal, aunque, a diferencia del marcaje

en células no diferenciadas, éste no esta tan focalizado en los origenes de las extensiones.

DISCUSION

La linea celular hibrida de neuroblastoma de rata y glioma de ratdon ha sido ampliamente
utilizada para el estudio del receptor CB,, sobretodo para el estudio de la relacion de este receptor
con la modulacién de canales de Ca®* (Caulfield and Brown, 1992; Sugiura et al., 1996). Por otro
lado esta linea hibrida ha sido descrita como buen modelo celular para el estudio de la
diferenciacion neuronal (Tojima and Ito, 2001), ya que la diferenciacion en las células NG108-15 es

facilmente controlable y marcadamente aparente.

En este trabajo nos planteamos si el patrdn de distribucion del receptor CB; en esta linea
celular se veia alterado por la diferenciacion, con las posibles implicaciones que esto puede tener
para el estudio tanto del receptor como de los mecanismos de diferenciacién neuronal.

En primer lugar demostramos tanto por PCR como por western blot que el receptor se
expresa de forma enddgena en esta linea celular. Posteriormente se analizd la expresion del

receptor en la membrana plasmatica mediante inmunocitoquimica y microscopia de fluorescencia.
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El anticuerpo usado se generd contra el extremo amino terminal del receptor CB; humano, por lo
que el marcaje se realizd sin necesidad de permeabilizar la célula, marcando de esta manera sélo el
receptor que alcanza la membrana plasmatica. El patréon encontrado del receptor CB, estd
fuertemente focalizado en los origenes de las prominencias de estas células que dan lugar a
extensiones neuriticas cuando se diferencian. Este patron de expresion no varid al incubar las
células con el agonista de la familia de los aminoalquilindoles WIN 55,212-2, por lo que se podria
concluir que la formacidén de estructuras diferenciadas no es dependiente de la activacion del

receptor CB; de cannabinoides, a pesar de la elevada expresion del receptor en estas células.

La localizacion del receptor de forma tan focalizada en los origenes de las prolongaciones
sugiere que su distribuciéon en la membrana plasmatica puede estar condicionada por el grado de
diferenciacion neuronal. Con el uso del andlogo no-metabolizable del AMPc, dBcAMP, se procedio a
la diferenciacion durante 7 dias. Esta descrito que este compuesto diferencia las células hibridas
NG108-15 (Docherty et al., 1991; Tojima and Ito, 2001). La diferenciacion se hace aparente a los 7
dias por cambios en la morfologia celular. De los cuerpos neuronales que se redondean aparecen
extensiones de neuritas y estructuras tipo dendriticas y axdnicas y las células contactan entre ellas
mediante ramificaciones que forman redes.

En estas condiciones, el receptor CB; se distribuye por las terminaciones con un elevado
marcaje en los puntos de ramificacion de estas prolongaciones. Este patron es consistente con una
expresion tanto post-sinaptica como pre-sinaptica del receptor. Aunque el marcaje incrementa en
las prolongaciones éste no desaparece de los cuerpos neuronales, pero su distribucion no parece
estar tan focalizada. El patron de distribucion en cuerpos neuronales se correlaciona con una
distribucion post-sinaptica del receptor. Este tipo de correlaciones entre la distribucion neuronal y la
distribucion en células NG108-15 diferenciadas fue descrito por Beczkowska y colaboradores en
1997. En este trabajo relacionan la expresion del receptor d-opiodes en las nuevas estructuras
generadas por la diferenciacion con la expresion de este receptor de forma principalmente pre-
sinaptica en el cerebro, mientras que la expresion del receptor NMDA en los cuerpos neuronales de
las células NG108-15 diferenciadas se correlacionaba con la expresidn mayoritariamente post-
sindptica de este receptor en el SNC (Beczkowska et a/, 1997). La distribucion encontrada del
receptor CB; de cannabinoides en la linea celular hibrida de neuroblastoma de ratén y glioma de
rata NG108-15 diferenciada coincide con la descrita para este receptor en cerebro, con expresion
principalmente pre-sinaptica aunque también post-sinaptica, lo que indica que este tipo celular es
un buen modelo para el estudio del receptor CB; y de las implicaciones que éste pueda tener en

mecanismos de diferenciacion neuronal.
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3.3 Deteccion de Heteromerizacion de Mas de Dos
Receptores por BRET-FRET Secuencial.

Nature Methods (2007) Submitted.
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La identificacion de oligomeros localizados en la membrane plasmatica es esencial para el
entendimiento y la descodificacion de las propiedades de las redes moleculares que controlan la
comunicacion célula-célula. Las técnicas de transferencia de energia por resonancia fluorescente
(FRET) y bioluminiscente (BRET) han sido fundamentales para la demostracion de homodimeros y
heterodimeros de receptores de siete dominios transmembrana. En este trabajo presentamos la
aproximacion mediante BRET-FRET secuencial (SRET) que permite identificar heteromeros de tres
receptores. Mediante esta técnica se han identificado en células vivas complejos heteroméricos
constituidos por los receptores de cannabinoides CB;, dopamina D, y adenosina A,s, los cuales
colocalizan en neuronas GABAérgicas estriatopalidales y participan de forma importante en la
motivacion y el control motor. Asi pues, la aproximacion de SRET permite identificar complejos
heteroméricos de mas de dos receptores, lo que nos permite un mejor entendimiento de la
integracion de sefiales a nivel molecular y nos ayuda en el disefio de nuevos compuestos para el

tratamiento de enfermedades mentales.
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Detection of Heteromerization of More than Two Receptors by

Sequential BRET-FRET

Paulina Carriba, Francisco Ciruela, Sergi Ferré, Vicent Casadd, Luigi Agnati, Antoni

Cortés, Joseta Mallol, Kjell Fuxe, Enric I. Canela, Carmen Lluis, Rafael Franco.

Identification of higher-order oligomers localized in the plasma membrane is
essential for understanding the decoding properties of molecular networks
controlling cell-to-cell communication. Bioluminescence and fluorescence
resonance energy transfer techniques (BRET and FRET, respectively) have been
fundamental for the demonstration of homodimers and heterodimers of
heptaspanning membrane receptors. We introduce a sequential BRET-FRET
(SRET) approach that allows the identification of heteromers with three different
heptaspanning membrane receptors. By means of SRET, complexes of
cannabinoid CB,, dopamine D; and adenosine A4 receptors, which are colocalized
in striato-pallidal GABA neurons and importantly participate in motivational and
motor control, have been identified in living cells. SRET provides an invaluable
technique to identify heteromeric complexes of more than two receptors, which
will allow a better understanding of integration of signals at the molecular level
and help designing novel compounds for treatment of neurological and mental

diseases.

Introduction
Cells use sophisticated molecular networks for a variety of purposes, from metabolism

and gene expression regulation to cell-to-cell communication. Whereas the intracellular



signalling pathways are becoming decoded'”, less is known about intramembrane
molecular networks, formed by interacting receptors, ion channels, transporters and
other proteins localized in the plasma membrane. By means of protein-protein
interactions in the plasma membrane, receptors arrange in computational networks
involving a large number of receptor interacting proteins*”’. Heptaspanning membrane
receptors, classically known as G-protein-coupled receptors (GPCRs), represent the
most extensively used communication system in the animal kingdom and their function
is dependent on the occurrence of oligomeric complexes, which are specific for a given
cell and condition. In fact, agonist-induced conformational changes of interacting
receptors within the oligomer modify their pharmacology, signalling and/or
trafficking®>’ . Therefore, identification of the interacting receptors within the
oligomeric complex becomes necessary in order to wunderstand endocrine
communication and neurotransmission.

Co-immunoprecipitation followed by Western blotting has been widely used to
study protein-protein interactions. However, co-immunoprecipitation of amphiphilic
protein membrane molecules, such as GPCRs, requires membrane solubilization, thus
raising the possibility that the observed complexes are solubilization artefacts™ . To
overcome this technical limitation, powerful biophysical techniques, such as
bioluminescence and fluorescence resonance energy transfer (BRET and FRET,
respectively) were implemented, which allowed the demonstration of receptor-receptor
heteromerization in the natural environment of the living cell. BRET and FRET were
initially introduced to show homomerization of the human beta2-adrenergic receptor'’
and the yeast alpha-mating factor'' in living cells, using fusion constructs of receptors
and bioluminescent proteins (Renilla luciferase, Rluc) or fluorescent proteins (green

fluorescent protein variants like GFP? and EYFP). Since then, BRET and FRET



techniques have been widely used to prove the occurrence of a variety of homo- and

heteromers of GPCRs in living cells*>'*"®

. These techniques allow the demonstration
of direct or indirect interactions between two GPCRs with some limitations as indicated
by James et al.'”. However, demonstration of higher-order complexes involving more
than two biomolecules requires the development of new techniques. A sequential

BRET-FRET (SRET) technique is now introduced that allows identification of

heteromers formed by the physical interaction of three different receptors in living cells.

Results

Heteromerization of dopamine D, receptors (D;Rs) and adenosine Ajs receptors
(A2aRs) has been repor‘[edlg'20 and found to be relevant for striatal function® . Therefore,
AaR-DyR heteromers are being considered as targets for treatment of Parkinson’s
disease and other neuropsychiatric disorders™*' . More recently, we have demonstrated
that A,aRs and cannabinoid CB; receptors (CB;Rs) heteromerize in transfected cells
and suggested that A;AR-CBR heteromeric complexes localized in the striatum mediate
the motor effects of cannabinoids®. Also, D,R-CB R heteromerization has been
suspected after co-immunoprecipitation assays in cotransfected cells™. To check
whether D,R-CB;R heteromers do indeed occur in living cells, FRET assays were
performed in HEK-293T cells cotransfected with vectors encoding for D,R-GFP? and
CBR-YFP (Figure 1a). The observed positive FRET signal, which was not observed in
any of the three negative controls (Figure 1b) indicates that D,R-CB;R receptor
heteromerization occurs in living cells.

To investigate whether A;aR and CB;R compete for binding to D,R, competition

experiments were performed using A,aR as displacer of the D,R-GFP? and CBR-YFP



interaction. Instead of reducing the FRET efficiency, expression of AjaR led to a
marked increase of the FRET signal produced by the D,R-GFP*/CB,R-YFP pair (Figure
Ic). This effect was specific and did not occur when the vector encoding for the
irrelevant protein LacZ was cotransfected. This indicates that coexpression of A;aR
leads to a higher energy transfer, which is probably due to a conformational change
within the D,R-GFP? and CB;R-YFP heteromer leading to a reduction in the distance
between the two fluorophores (Figure 1d). Thus, since the A;4R is able to heteromerize
with the D,R'*2?° and does not compete with D,R-CB|R heteromer formation, the A;4R
must be able to interact with the D,-CB; receptor dimers.

To demonstrate that oligomerization of the three receptors occurs, a sequential
BRET-FRET technique (SRET) was developed (Figure 2a), which combines BRET?
and FRET and two energy donors and two acceptors. By means of this technique a
high-energy BRET? emission signal is generated with a wavelength of 395 nm'*'>'¢ |
This is possible by using DeepBlueC as substrate for R/uc. When the acceptor, GFP?, is
excited in the 393-403 nm range, it emits green light at 510 nm, which in turn excites
YFP, making possible an energy transfer signal that can be detected at 530 nm. In
summary, in sequential BRET-FRET (SRET) experiments, oxidation of DeepBlueC by
Rluc allows the transfer of energy to GFP? (BRET?) and subsequently to YFP (FRET).
This requires co-expression of three fusion proteins obtained by coupling one receptor
with Rluc, another receptor with GFP* and the third receptor with YFP. SRET between
these fusion proteins will only occur if the two coupling pairs, Rluc/GFP® and
GFPz/YFP, are at a distance of less than 10 nm.

Preliminary FRET assays using the pair D,R-GFP?/CBR-YFP were performed
to determine the expression ratio giving maximal FRET variation when the three fusion

proteins (D,R-GFP?/CBR-YFP and A;sR-Rluc) are co-expressed. The results shown in



figure 2b indicate that FRET between D,R-GFP? and CB;R-YFP is possible when
AsaR-Rluc 1s also expressed in HEK cells and that the lack of either D,R-GFP? or
CBR-YFP leads to a negligible signal, which is similar to the one obtained by
expression of AjaR-Rluc alone. Subsequent assays were performed using cells
transfected with a constant amount of the construct for A;AR-R/uc and variable amounts
of the vectors encoding for D,R-GFP? and CB;R-YFP. Results in figure 2c¢ show that
FRET efficiency is maximized by increasing the expression of CB;R-YFP and reducing
the expression of D,R-GFP?. Since the reading output of SRET is a FRET signal, these
data indicate that the amount of the GFP?, which acts as BRET* acceptor and FRET
donor, should be relatively low whereas the amount of YFP should be relatively high to
allow optimal FRET efficiency.

For SRET assays the intensity of the BRET? signal has to be selected to give a
luminescence emission high enough to achieve a significant BRET? signal, but not too
high, since this would lead to a GFP*-mediated signal in the 530 nm channel that would
attenuate the signal in this channel due to YFP. In fact, this attenuation has to be taken
into account when calculating sequential BRET-FRET efficiency (see Methods).
Therefore, to select the optimal ratio of AssR-Rluc/D,R-GFP? to be used in the SRET
experiments, BRET” assays were performed. As shown in figure 2d, a saturation curve
was obtained with a BRET?pa = 0.12 + 0.02 and a BRET250 =0.10 + 0.04. The results
shown in figure 2d allowed selection of the A,sR-Rluc/D,R-GFP? ratio giving a signal
approaching BRET5,, which is recommended for SRET assays. For this combination of
fusion proteins BRET250 is attained at a ratio 2:3 for AysR-Rluc/D,R-GFP?. Higher
ratios would lead to excessive emission at 530 nm whereas lower ratios would lead to a

non-significant SRET efficiency due to the low GFP?YFP energy transfer. In



subsequent experiments the optimal ratio of 2:3:9 for A, AR-RIuc/D,R-GFP?/CB,R-YFP
constructs was selected.

On the basis of these preliminary experiments, SRET was attempted using
AsaR-Rluc, D,R-GFP? and CB;R-YFP and DeepBlueC as a triggering agent. A
significant SRET efficiency was detected for this combination of fusion proteins (Figure
2e). The sequential BRET-FRET efficiency was minimal or negligible when YFP was
expressed instead of CB;R-YFP or when GFP? was expressed instead of DzR-GFPZ. In
these cases the amount of YFP or GFP* was monitored by direct excitation to confirm
that were similar to the CB;R-YFP and D,R-GFP? respectively. Also as a negative
control, SRET efficiency was found to be negligible in cells cotransfected with 5 ug
¢DNA for D,R-Rluc, 5 pug cDNA for AxaR-GFP? and 10 pug cDNA for the metabotropic
glutamate receptor 5 (mGluSR); i.e. SRET efficiency in this situation was negligible as
it was in cells expressing similar amounts of D,R-Rluc, GFP* and mGlu5R-YFP or
D>R-Rluc, A aR-GFP?* and YFP (results not shown). According to the SRET
phenomenon, a saturation curve was obtained by increasing the CB;R-YFP expression
and keeping the same A,sR-Rluc/D,-GFP? ratio (Figure 2f). From the saturation curve a
SRET maximum of 0.18 + 0.05 and a SRET;50 0of 0.013 + 0.007 were obtained.

The possible direct energy transfer from A,sR-R/uc to CB;R-YFP was analyzed
by BRET in triple-transfected cells. Oxidation of coelenterazine H by AssR-Rluc emits
light at 475 nm, which can excite CB;R-YFP if the distance between Rluc and the
fluorescent protein is less than 10 nm. The results (Figure 3a) prove that BRET' occurs
with all AZAR-Rluc/DzR-GFPz/CB1R-YFP ratios assayed and that the BRET! signal is
saturable when increasing the CB;R-YFP/A;sR-Rluc ratio (Figure 3b). Competition
assays showed that the expression of D,R decreased BRET' between A;s\R-Rluc and

CBR-YFP, but reaching a plateau at around 45% of maximal BRET (Figure 3b, c). The



results suggest that the presence of D,R decreases the energy transfer between A,AR-
Rluc/CBR-YFP, most likely by increasing the distance between the donor and the
acceptor. Interestingly, the presence of D;R decreases BRETs (Figure 3d), indicating
that less quantities of CB;R-YFP are needed to reach a 50% of maximum BRET under
these conditions. The D,R-induced decrease in BRETs,, and the fact that D,R does not
completely abolish BRET' caused by the A;aR-Rluc/CB R-YFP pair, further confirms
the occurrence of complexes of the three receptors. Finally, the interaction between
AsaR-RIuc and D,R-YFP was also studied by BRET'. Competition of this BRET'
signal by CB|R led to a 32% reduction of BRET,,x and to a two-fold increase of
BRETsy (from 0.010 to 0.020). These results (Figure 3d) also show that CB;R
expression affects the A,aAR/D;R interface, which is reflected by an increase in the
distance between the donor and the acceptor (reduction of BRET,,x) and by an increase
of quantities of D>R-YFP needed to reach a 50% of maximum BRET (increase of

BRETsy).

Discussion

The yeast-two-hybrid methods and pull-down or co-immunoprecipitation assays have
allowed draw a map of molecular networks involving protein-protein interactions of
cytosolic proteins (available through www.signaling-gateway.org). In contrast, these
techniques have limitations when analyzing heptaspanning membrane receptors. In the
early eighties, and based on indirect functional evidences, it was proposed that GPCR
receptors could interact at the level of the neuronal plasma membrane. In the early
nineties, electrophoretic mobility and co-immunoprecipitation assays gave the first

indication of GPCR homomerization. More recently, the development of the



biophysical techniques BRET and FRET, allowed the demonstration of GPCR

4,5,12,15,24
> . We are

homodimerization and heteromerization of two GPCRs in living cells
now introducing the sequential BRET-FRET technique, which allows the detection of
heteromerization of three different GPCRs.

Sequential BRET-FRET (SRET) is based on an adequate combination of donors
and acceptors for BRET and for FRET and on the fact that different emission profiles
result from the use of different R/uc substrates. Thus, DeepBlueC is used as a trigger
agent for SRET instead of coelenterazine H. By the action of Rluc, oxidation of
DeepBlueC is able to excite GFP?, which is a so called BRET” signal. While returning
to the ground state, excited GFP? emits energy that excites YFP, providing a FRET
signal (Figure 2a). For a specified level of expression of the receptor coupled to the
luciferase (Rluc), the highest SRET efficiency is observed when the FRET donor is
relatively low whereas the expression of the FRET acceptor is relatively high. As shown
in the present study, the specificity of SRET can be demonstrated with negative
controls, using fluorescent proteins (GFP* or YFP) not coupled to the receptors, and
with saturation curves of SRET efficiency obtained by increasing the expression of the
FRET acceptor.

To systematically catalogue all molecules and their interactions in a living cell is
a key aim of postgenomic biomedical research. Many fundamental cellular processes
involve multiple interactions among proteins and other biomolecules, i.e. biomolecular
interaction networks’. Protein-protein physical interactions constitute an important
group of biomolecular interaction networks’, such as the neuronal horizontal molecular
networks*® .Horizontal molecular networks take place at the neuronal plasma membrane
level, where specific GPCR interact and integrate the messages provided by a variety of

neurotransmitters. The identification and study of horizontal molecular networks will



allow a better understanding of neuronal function. Biomolecular interaction networks
can be viewed as a collection of nodes (biomolecules) connected by links (interactions).
In protein-protein physical interaction networks the nodes represent proteins and the
links represent the direct contacts between proteins’. However, because of the limitation
of the interacting identification techniques (especially in the case of GPCR; see above),
many of the nodes and links within the same protein complex are missing. With its
ability to identify direct interactions between three biomolecules in living cells, SRET
provides a valuable technique to identify nodes and links, not only in horizontal
molecular networks, but in any kind of protein-protein physical interactions.

In the present study by using SRET we demonstrate for the first time the
occurrence of heteromerization of three different GPCRs (A;aR-D,R-CB;R complexes)
in living cells. AxaR and D;R are co-expressed and form heteromeric complexes in the

striatal GABAergic enkephalinergic striato-pallidal neuron*?'?’

. The striatum is the
main input structure of the basal ganglia, which is a group of subcortical structures
involved in the performance and learning of complex motor acts, as well as in leading to
the conversion of motivation into action. The function of striatal GABAergic
enkephalinergic neurons is particularly compromised in Parkinson’s disease and in the
carly stages of Huntington’s disease”. Furthermore, neuroadaptations of glutamatergic
synapses of GABAergic enkephalinergic neurons localized in the nucleus accumbens
(the ventral part of the striatum) seem to be involved in compulsive drug-seeking and
relap5626. Based on the existence of antagonistic interactions between A;aR and D,R in
the A;aR-D5R heteromeric complex™*'*°, A,xR antagonists are giving successful results
in clinical trials in patients with Parkinson’s disease’’. Furthermore, A,sR antagonists

are being considered as possible therapeutic agents in end-stage drug addiction®®. Their

clinical efficacy might be related to the recently demonstrated dependence of AaR



activation for CB;R receptor signalling within the striatal A;aR-CB;R heteromeric
complexzz. Thus, A,aR antagonists behave as CB R antagonists, known to counteract
cue-induced reinstatement of different addictive drugs in the experimental animal, a
model for human relapse™.

The demonstration of A;sR-D,R-CB R heteromeric complexes in transfected
cells, together with their striatal co-localization, strongly suggests that these three
receptors are forming part of a molecular network in the plasma membrane of the
GABAergic enkephalin containing neuron. The occurrence of heteromeric structures
formed by three different receptors opens new perspectives to understand the interplay
between different neurotransmitter-neuromodulator systems. Pharmacological and
functional diversification expand in an heteromeric complex that includes three
receptors by the same simple events as described for dimers, i.e. by i) a change in the
pharmacological profile of a receptor when another receptor in the complex is activated
and ii) a change in the associated signalling response-pathways depending on the
receptors present in the complex, their degree of activation and the nature of the G
proteins expressed in the horizontal molecular network involved’.

By means of the SRET methodology valuable information about the
connectivity and the geometry of the three interacting proteins can be obtained. The
strategy of transfecting three fusion proteins constituted by three receptors separately
linked to Rluc, GFP* and YFP allows not only detection of the sequential BRET-FRET
signal demonstrating physical interactions between them, but also the possibility to
measure BRET' and FRET signals describing the occurrence or the lack of interaction
between pairs of receptors in the heteromeric complex. As a whole, this SRET
/BRET'/FRET strategy is useful to draw the nodes and links of complex networks of

protein-protein physical interactions’.



One question to be addressed is whether a linear or a triangular arrangement of
the three receptors is possible. From correlation between FRET efficiency and
acceptor/donor distances, from modelling studies of GPCRs and taking into account that
the Rluc or the fluorescent proteins are attached to the C terminal end of the receptors,
the distance between BRET/FRET donors and acceptors is around 6-6.5 nm'®. Taking
advantage of the high FRET efficiency between D,R-GFP? and CB R-YFP (42+3%), it
was possible to estimate, as described elsewhere'®, that the distance between GFP? and
YFP in these heteromers is around 5.5-6 nm. When considering the rapid dissipation of
the energy transfer by the sixth power of the distance, a linear array of the three
receptors would give a positive SRET signal, but a very much reduced or even non-
significant BRET' signal between AssR-Rluc and CB;-YFP in the heteromeric complex
containing the three receptors (Figure 4). Assuming that the trimer is the minimal
computational unit, a triangular arrangement of monomers as indicated in Figure 4
would make possible sequential BRET-FRET as well as BRET' between AsaR-Rluc
and CB,;-YFP using coelenterazine H, and FRET between D,R-GFP? and CB;R-YFP.

The formation of heteromeric receptor complexes allows a much more
elaborated tuning in the regulation of both presynaptic and postsynaptic neuronal
responses in the local of e.g. the striatopallidal GABAergic neuron. Knowledge of
spatial-temporal relationship among elements in the local circuits and the spatial-
temporal relationships among computations performed in the plasma membranes pre-
and post-synaptically in such circuits are necessary for understanding the integrative
capabilities of the CNS. SRET constitutes a powerful tool to detect the protein-protein
interactions localized in the plane of the membrane and thus allows identification of the
horizontal molecular networks like the receptor networks in local circuits. This new

knowledge will hopefully provide novel therapeutic approaches for neurodegenerative



diseases, mental disorders and drug addiction.
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Figure legends

Figure 1. FRET for the D,R-GFP? and CB;R-YFP pair by sensitized emission in
living cells. (a) Illustration of the FRET assay. Upon excitation at 400 nm of GFP?, a
nonradiactive transfer of energy occurs between GFP? and YFP fused to the C terminus
of receptors when receptors are in close proximity (<10 nm) resulting in re-emission of
fluorescence with a peak at 530 nm. (b) FRET was measured in HEK-293T cells 48 h
post-transfection with 2 pg of the plasmid cDNA corresponding to D,R-GFP? (donor)
and 8 ug of that for CB|R-YFP (acceptor). Positive FRET was detected between D,R-
GFP? and CBR-YFP (D,R-GFP?/CBR-YFP) at a level comparable to that obtained by
the positive control GFP?-YFP (the two fluorescent proteins covalently linked and
separated by six spacing aminoacids). Negative controls consisted in cells co-
transfected with the plasmids for GFP? and YFP (GFP?/YFP), or with the plasmids for
DZR-GFP2 and the non interacting receptor GABAgR, coupled to YFP (D,R-
GFP*/GABAgR,-YFP), or using a mixture of cells expressing D,R-GFP” or CB,R-YFP
(D,R-GFP*+CBR-YFP). Linear un-mixing of the emission signals was applied to the
data. Data are means = SEM of three independent experiments performed in triplicates.
Unpaired two-tailed t-test and one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test show
significant differences between D,R-GFP*+CB;R-YFP mixed and DZR-GFPz/CBlR-
YFP (***p<0.001). (¢) FRET was measured as described in b) in HEK-293T cells 48 h
post-transfection with 2 pg of the plasmid ¢cDNA corresponding to D,R-GFP?, 4 g of
the cDNA for CB;R-YFP and increasing amounts of cDNAs for A,sR or lacZ, which is
an irrelevant protein. FRET was normalized with respect to the value obtained in cells
not expressing AsR. Data are means £ SEM of five independent experiments

performed in duplicates. Significances respect to the control in the absence of AjsR



were established with paired two-tailed t-test, and with one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test (**p<0.05 and ***p<0.001). (d) Illustration of the FRET changes
for the D,R-GFP? and CB;R-YFP pair in the presence of the A;aR. When unlabelled
AsaR protein is co-expressed with D,R-GFP? and CB;R-YFP the AzaR, by binding to
the tagged D,R/CB;R heteromer, may produce a conformational change in the
heteromer with the fluorophors coming closer together, resulting in a increase of energy

transfer between D,R-GFP? and CB;R-YFP.

Fig. 2. Sequential BRET-FRET (SRET) for A;AR-Rluc, DZR-GFP2 and CB;R-YFP
in living cells. (a) Left image is a scheme corresponding to SRET experiment, in which
BRET? and FRET techniques were combined to detect heterotrimers. The BRET? signal
is initiated by the oxidation of DeepBlueC by the Rluc-fused protein that generates a
light emission at 395 nm (blue light). The acceptor in BRET” is a GFP*-fused protein
and GFP* excitation at 395 nm results in an emission of green light at 510 nm. This
emission at 510 nm excites a YFP-fused protein by a FRET process with concomitant
light emission peaking at 530 nm. Emission of YFP after addition of DeepBlueC is only
possible if D,R-GFP? is interacting (<10 nm) with A;sR-R/uc and with CB;R-YFP at
the same time, allowing bioluminescent and fluorescent sequential resonance energy
transfer. Right image is a representation of excitation and emission spectra of fused
proteins. Upper panel represents the excitation spectra of fluorescent proteins, GFP* and
YFP, and the bottom panel represents the emission spectra of DeepBlueC-excited Rluc,
GFP? and YFP. Filter set used for SRET experiments were also shown. (b) FRET
between DzR-GFP2 and CB;R-YFP was measured in HEK-293T cells transiently co-
transfected with 3 pg D,R-GFP?, 9 pg CB|R-YFP and 2 pug AsaR-Rluc constructs (D,R-

GFP?/CB,R-YFP). Positive FRET was detected at a level comparable to that obtained



by the positive control GFP>-YFP (the two fluorescent proteins covalently linked and
separated by six spacing aminoacids) and was high compared with cells only transfected
with AsaR-Rluc (control) or transfected with 3 pg D,R-GFP% 9 ug YFP and 2 pg AsaR-
Rluc (D,R-GFP?/YFP) or with 3 pg GFP?, 9 pg CBR-YFP and 2 pg AssR-Rluc
(GFP?/CB R-YFP) constructs. Data are means = SEM of triplicates. Unpaired two-
tailed t-test and one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test show significant
differences between D,R-GFP?/CB R-YFP and D,R-GFP*/YFP and GFP*/CB;R-YFP
(***p<0.001 and ##H#p<0.001, respectively). (c) FRET was measured in HEK-293T
cells transfected with increasing amounts (ug) of cDNA corresponding to AysR-Rluc,
DZR-GFP2 and CB;R-YFP as indicated in the figure. Data are means £+ SEM of
triplicates. (d) BRET® was measured in HEK-293T cells 48 h post-transfection with
increasing amounts of plasmid cDNA for the D,R-GFP? (1 ug to 10 pg) and 2 pg of
cDNA for the A;sR-Rluc construct. Fluorescence and luminescence of each sample
were measured to confirm similar expression levels of A;aR-R/uc while monitoring the
increase of D,R-GFP? expression. Values represent means = SEM of triplicates. ()
SRET assays were performed in HEK-293T cells 48 h post-transfection with 2 pg of
cDNA for AssR-Rluc, 3 ug of the cDNA for D,R-GFP* and 9 pg of the cDNA for
CB|R-YFP (A sR-Rluc/D,R-GFP?/CB R-YFP). Net SRET (SRET ratio) was obtained
by monitoring the YFP emission of the sample after DeepBlueC addition as indicated in
Methods and subtracting the value obtained with cells expressing the same amount of
AsaR-Rluc and D,R-GFP? without YFP protein. Net SRET was detected for AaR-
RIuc/D,R-GFP?/CB R-YFP compared with net SRET detected with cells expressing 2
g of cDNA for AsaR-Rluc, 3 pg of cDNA for GFP? and 9 ug of cDNA for CB;R-YFP
(AZAR-Rluc/GFPz/CBlR—YFP) or 2 pug of cDNA for A;aR-Rluc, 3 pg of cDNA for D,R-

GFP? and 9 pg of ¢cDNA for YFP (AsaR-Rluc/D,R-GFP?/YFP). Fluorescence and



luminescence of each sample were measured prior to every experiment to confirm
similar expression levels. Data, expressed as net SRET are means + SEM of four
independent experiments performed in duplicated. Unpaired two-tailed t-test and one-
way ANOVA followed by Newman-Keuls test show significant differences between
AsAR-Rluc/D,R-GFP?/CB{R-YFP and  A;aR-Rluc/GFP’/CB{R-YFP and A,aR-
Rluc/DR-GFPY/YFP  (¥**p<0.001 and ###p<0.001, respectively). A scheme
corresponding to the SRET assay in each condition is also given. (f) SRET was
measured as indicated in e) in HEK-293T cells 48 h post-transfection with increasing
amounts of plasmid cDNA for CB;R-YFP (4 pg to 12 pg)whereas cDNAs for A;sR-
Rluc and D,R-GFP? were maintained constant at 2 pg and 3 pg respectively. To obtain
the saturation curve, YFP emission was normalized with respect luminescence of Rluc
quantified 10 minutes after addition of coelenterazine H. Values, expressed as net SRET
as in e), represent means = SEM of two independent experiments performed in

triplicates.

Fig. 3. A2aR-Rluc and CB;R-YFP direct interaction in the A5 R /D;R /CB;R
heteromer. (a) The molecular interaction between A;aR-Rluc and CB;R-YFP in the
presence of D,R-GFP” was determined by BRET' assays as described in Methods.
BRET' was measured in HEK-293T cells transfected with increasing amounts (in pug) of
cDNA corresponding to AaR-Rluc, D,R-GFP? and CB;R-YFP as indicated in the
figure. Data are means + SEM of triplicates. (b) BRET' was measured in HEK-293T
cells transfected with 2 pg of the cDNA for A sR-Rluc and increasing amounts of
plasmid cDNA for CB;R-YFP (1 pg to 10 pg) in absence (m) or presence (A) of 3 pg
of cDNA for D,R. Values represent means + SEM of five independent experiments

performed in triplicates. (c) For competition experiments, BRET' was measured in



HEK-293T cells co-transfected with 2 pug of the cDNA for A;aR-Rluc, 5 png of the
cDNA for CB;R-YFP and increasing quantities of the cDNA for D,R. In the presence of
D;R, the amount of donor or the acceptor did not change significantly (between
797000+£102000 and 800000+£120000 luminescence units for A,aR-Rluc and between
15000£1400 and 12500£1300 fluorescence units for CB;R-YFP). Data are means +
SEM of three independent experiments performed in duplicates. (d) BRET's, and
BRET‘max values for the pair A;aR-R/uc and CB;R-YFP in the absence (AjsR-
Rluc/CB|R-YFP) and presence (AaR-R/uc/CBiR-YFP+D,;R) of D,R and for the pair
AsaAR-Rluc and D,R-YFP in the absence (AysR-RIuc/D,R-YFP) and presence (AzaR-
Rluc/D,R-YFP+CBR) of CBR. To calculate BRET'sy and BRET . values, the
corresponding BRET' saturation curves were analyzed using the GraphPad Prism 4
software and assuming a hyperbolic function: BRET'= BRET' 1 X/( BRET'sp+X),
where X is the YFP/RIuc ratio. The BRET . is a function of the total number of
dimers formed and of the distance between the donor and acceptor. The ratio between
YFP/Rluc giving 50% of the maximum energy transfer is the BRETso. In all cases the
acceptor/donor ratio was high enough for discarding that the results are due to random

interactions.

Fig. 4. Illustration of linear and triangular disposition of the three receptors. The
strategy of transfecting three fusion proteins constituted by three receptors linked to
either Rluc, GFP* and YFP allows detection of the SRET signal demonstrating physical
interactions of the triplets but also the possibility to mesure BRET' and FRET signals
describing the occurrence or the lack of interaction between pairs of receptors in the
trimer. In the case of A,sR-Rluc/D,R-GFP?/CBR-YFP detection of the BRET' and

FRET suggests that this trimer arranges in a triangular fashion, because energy transfer



occurs when fused proteins are less than 10 nm and a linear disposition does not allow

energy transfer if the other protein in a triplet is located in the middle of the trimer.

Material and Methods

Cell Culture. HEK-293T cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (Gibco) supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
penicillin/streptomycin, and 5% (v/v) heat inactivated Foetal Bovine Serum (FBS) (all
supplements were from Invitrogen, Paisley, Scotland, UK). Cells were maintained at
37°C in an atmosphere of 5% CO,, and were passaged when they were 80-90%

confluent, twice a week.

Fusion Proteins and Expression Vectors. The human cDNAs for A,aR, D,R or CB;R
cloned in pcDNA3.1 were amplified without their stop codons using sense and antisense
primers harboring unique EcoRI and BamHI sites to clone AR in R/uc vector, EcoRI
and Kpnl to clone D;R in GFP? or EYFP vectors or BamHI and EcoRI to clone CB;R in
EYFP vector. The amplified fragments were subcloned to be in-frame into restriction
sites of a multiple cloning sites of the Rluc-expressing vector (pcDNA3.1-Rluc), pGFP*-
N3(h) (Codon humanized pGFPz-N3(h) from Perkin Elmer, (Dreieich, Germany) and
pEYFP-N1 (enhanced yellow variant of GFP; Clontech, Heidelberg, Germany) to give
respectively the plasmids AsaR-Rluc, D,R-GFP? or D,R-YFP and CB;R-YFP. All
plasmids express luminescent or fluorescents proteins on the C-terminal ends of

receptors. Expression of constructs in membrane was tested by confocal microscopy;



and their functionality by second messengers, ERK 1/2 phosporilation and cAMP
production (data not show). The positive control vector used for the FRET experiments,
GFP>-YFP, was a gift from the laboratory of R. Pepperkok (EMBL, Heidelberg,

Germany).

Transient Transfection and Sample Preparation. HEK-293T cells growing in 6-well
dishes were transiently transfected with the corresponding fusion proteins cDNA by PEI
(PolyEthylenlmine, Sigma, Steinheim, Germany) method. To maintain the ratio of
DNA in co-transfections, the empty vector, pcDNA3.1, was used to equilibrate the
amount of total DNA transfected. Cells were incubated with the corresponding cDNA,
5.47 mM in nitrogen residues of PEI and 150 mM NaCl in a serum-starved medium.
After 4 hours medium was changed to a fresh complete culture medium. Forty-eight
hours after transfection, cells were rapidly washed twice in HBSS with 10 mM glucose,
detached, and resuspended in the same buffer containing ImM EDTA. To control the
cell number, sample protein concentration was determined using a Bradford assay kit
(Bio-Rad, Munich, Germany) using bovine serum albumin dilutions as standards. Cell
suspension (20 pg of protein) was distributed into 96-well microplates; black plates
with a transparent bottom for FRET and fluorescence determinations or white plates

with white bottom for BRET and SRET experiments.

FRET Experiments. HEK-293T cells were transiently co-transfected with the plasmid
cDNA corresponding to D,R-GFP? (donor) and CB1R-YFP (acceptor) proteins using a
ratio of donor to acceptor specified in figure legends. Cell suspension (20 pg of protein)
was distributed into 96-well microplates (black plates with a transparent bottom) and

was read in a Fluostar Optima Fluorimeter (BMG Labtechnologies, Offenburg,



Germany) equipped with a high-energy xenon flash lamp, using a 10 nm bandwidth
excitation filter at 400 nm (393-403 nm), and 10 nm bandwidth emission filters
corresponding to 506515 nm filter (Ch 1), 527-536 nm filter (Ch 2). Gain settings
were identical for all experiments to keep the relative contribution of the fluorophores to
the detection channels constant for spectral un-mixing. The contribution of the GFP
variants, GFP”> and YFP proteins alone, to the two detection channels (spectral
signature®®, was measured in experiments with cells expressing only one of these
proteins and normalized to the sum of the signal obtained in the two detection channels.
The spectral signatures of the different receptors fused to either GFP? or YFP did not
significantly vary from the determined spectral signatures of the fluorescent proteins

alone. FRET quantization was performed as described previously'®

BRET Experiments. HEK-293T cells were transiently co-transfected with a constant (2
ng) of cDNA encoding for A;sR-Rluc and with increasing amounts of cDNA
corresponding to D,R-GFP? for BRET? or YFP proteins (CB;R-YFP and D,R-YFP) for
BRET'. To quantify fluorescence proteins, cells (20 pg protein) were distributed in 96-
well microplates (black plates with a transparent bottom) and fluorescence was read in a
Fluostar Optima Fluorimeter (BMG Labtechnologies, Offenburg, Germany) equipped
with a high-energy xenon flash lamp, using a 10 nm bandwidth excitation filter at 400
nm for D,R-GFP? reading or 485 nm for YFP reading. Receptor-fluorescence
expression was determined as fluorescence of the sample minus the fluorescence of
cells expressing AsaR-Rluc alone. For BRET? and BRET' measurements, the equivalent
of 20 pg of cell suspension were distributed in 96-well microplates (Corning 3600,
white plates with white bottom) and 5 pM DeepBlueC (BRET?) or coelenterazine H

(BRET') (Molecular Probes, Eugene, OR) was added. For BRET? experiments,



readings were collected immediately after addition of DeepBlueC using a Mithras LB
940 (Berthold Technologies, DLReady, Germany) that allows the integration of the
signals detected in the short-wavelength filter of 70 nm bandwidth at 400 nm and the
long-wavelength filter of 20 nm bandwidth at 510 nm. In BRET' after 1 minute of
adding coelenterazine H, the readings were collected using a Mithras LB 940 that
allows the integration of the signals detected in the short-wavelength filter at 485 nm
(440-500 nm) and the long-wavelength filter at 530 nm (510-590 nm). To quantify
receptor-R/uc expression luminescence readings were performed after 10 minutes of
adding 5 puM coelenterazine H. The net BRET is defined as [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)]-Cf where Cf corresponds to [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)] for the R/uc construct expressed alone in the
same experiment.

Sequential Resonance Energy Transfer (SRET) Experiments. HEK-293T cells were
transiently co-transfected with the plasmid cDNAs corresponding to A;aR-Rluc (2 pg),
D,R-GFP? (3 pg) and CBR-YFP (9 ng for a single SRET experiment or increasing
amounts for SRET curves) proteins. Using aliquots of transfected cells (20 pg of
protein) three different determinations were performed: i) Quantification of CB;R-YFP
expression by determination of the fluorescence due to CB;R-YFP. Cells distributed
into 96-well microplates (black plates with a transparent bottom), were read in a
Fluostar Optima Fluorimeter (BMG Labtechnologies, Offenburg, Germany) equipped
with a high-energy xenon flash lamp, using a excitation filter at 485 nm, and 10 nm
bandwidth emission filters corresponding to 510 nm (506-515 nm) (Chl) and 530 nm
(527-536 nm) (Ch2). As in FRET (see above) the relative contribution of the
fluorophores to the detection channels were separated for spectral un-mixing. The

contribution of GFP? and YFP proteins alone to the two detection channels (spectral



signature) were measured in parallel experiments with cells expressing only one of these
proteins and normalized to the sum of the signal obtained in the two detection channels.
The sample fluorescence is the fluorescence calculated as described minus the
fluorescence of cells expressing only A;aR-Rluc and D,R-GFP?. ii) Quantification of
AzaR-Rluc expression by determination of the luminescence due to AxaR-Rluc. Cells
were distributed in 96-well microplates (Corning 3600, white plates with white bottom)
and luminescence was determined 10 minutes after addition of 5 uM coelenterazine H
in a Mithras LB 940 (Berthold Technologies, DLReady, Germany). iii) SRET
measurements. Cells were distributed in 96-well microplates (Corning 3600, white
plates with white bottom) and 5 pM DeepBlueC (Molecular Probes, Eugene, OR) was
added. SRET signal was collected in a Mithras LB 940 using the detected filters at
short-wavelength at 485 nm (440-500 nm) and at long-wavelength at 530 nm (510-590
nm). By analogy with BRET, net SRET is defined as [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)]-Cf where Cf corresponds to [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)] for cells expressing A,aR-Rluc, D,R-GFP? and
CB)R (similar values were obtained measuring Cf in cells expressing only A;aR-Rluc

and D,R-GFP?).
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1. resultados
Anexo |l

El heterotrimero formado por los receptores A,,/D,/CB; no presenta modulacién
por ligando. Mediante la técnica de SRET se determind si el grado de heteromerizacion entre los
receptores de adenosina A,,, dopamina D, y cannabinoides CB; se veia modificado por la
estimulacién con ligandos. En estos experimentos se observd que el tratamiento con agonistas,
tanto en forma individual como conjunta, no modificaba el grado de heterotrimerizacion, ni a
tiempos relativamente cortos de incubacion con agonista (15 minutos) ni a tiempos largos (45
minutos). En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos al tratar las células cotransfectadas
con las tres construcciones, AxR-R/u¢/D,R-GFP*/CB;R-YFP, durante 45 minutos con los agonistas
de cada receptor por separado y de forma conjunta. También se observd ausencia de modulacion
al tratar las células con ACEA+CGS 21680, ACEA+quinpirole y CGS 21680+quinpirole a las mismas
concentraciones indicadas en la figura 1. Tampoco se observd una modulacion significativa en el
tratamiento conjunto con los tres agonistas utilizando como agonista del receptor CB; al ligando de
la familia de los ligandos no-clasicos CP-55,940 a una concentracion de 100 nM (resultados no

mostrados).

1251
©
|
£ 100-
o
(3]
%S 754
X
—  50-
L
2
o 254
©
c
0-
?’N
<
©

Figura 1. Efecto de los agonistas en la heterotrimerizacion de los receptores A,
de adenosina, CB; de cannabinoides y D, de dopamina. Las determinaciones de SRET
(véase trabajo Detection of Heteromerization of More than Two Receptors by Sequential BRET-
FRET) fueron realizadas 45 minutos después del tratamiento con 100 nM ACEA (ACEA), 200 nM
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CGS 21680 (CGS) y 50 nM de quinpirole (Quinp), de forma individual o conjunta, en células HEK-
293T co-transfectadas con las construcciones A,xR-R/uq/ D,R-GFP?/CB;R-YFP en la proporcién (en
Mg de cDNA transfectado) de 2:3:9. El resultado es la media + D. S de un experimento realizado
por triplicado. Los resultados estan expresados como el porcentaje del valor de SRET cuando las
células no han sido tratadas con ligando (control). No se observan diferencias significativas entre

los grupos (one-way ANOVA).

La ausencia de modulacion por agonista del heteromero compuesto por los tres receptores
concuerda con la ausencia de modulacion de los heteromeros que lo conforman. Resultados previos
indicaban que la estimulacion con el agonista del receptor A,y CGS 21680 (200 nM) o del agonista
del receptor D, quinpirole (10 puM), tanto de forma individual como conjunta, no provoca ningun
cambio importante en el BRET,.x 0 BRETs, entre estos receptores (Canals ef a/, 2003). Tampoco
se observan variaciones destacables en el BRET.x 0 BRETs, entre la pareja AxR-R/ugCB;iR-YFP
(véase el trabajo Striatal Adenosine A, and Cannabinoid CB; Receptors Form Functional
Heteromeric Complexes that Mediate the Motor Effects of Cannabinoids) cuando las células son
tratadas durante 45 minutos con sus agonistas, tanto de forma individual como conjunta (figura
2a). Se obtuvieron resultados similares con tiempos relativamente cortos de 6 y 15 minutos y al
analizar el BRET . en células tratadas con las mismas concentraciones de ligando (resultados no
mostrados).

Cuando se analizan los heterémeros entre D,R-GFP? y CB;R-YFP, el tratamiento durante 45
minutos con agonistas de estos receptores a una relacion de dador/aceptor de 3/9 no se observa

modulacion del grado de dimerizacion entre estas dos proteinas como se muestra en la figura 2b.
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Figura 2. Efecto de los agonistas en los heterodimerizacion de los receptores
CB; de cannabinoides con receptores A,, de adenosina o con receptores D, de
dopamina. En todos los casos las células se trataron con los correspondientes agonistas

durante 45 minutos. a. Las células HEK-293T se cotransfectaron con 2 ug de cDNA
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correspondiente a AuR-R/uc'y 5 pg de cDNA correspondiente a CB;R-YFP, relacion adecuada
para obtener un valor de BRET del orden de BRETs,. Las células se incubaron en ausencia o
presencia de ACEA (ACEA) 200 nM y CGS 21680 (CGS) 200 nM, tanto de forma individual como
conjunta, y se determind el valor de BRET. b. Las células HEK-293T se cotransfectaron con 3 ug
de cDNA correspondiente a D,R-GFP, y 9 ug de cDNA correspondiente a CB;R-YFP y se
incubaron en ausencia o presencia de HU-210 (HU) 100 nM, quinpirole (Quinp) 100 nM y ambos
ligandos simultdneamente y se determind la eficiencia de FRET. En ausencia de agonistas la
eficiencia de FRET es de 0.29 + 0.03. Los resultados estan expresados como porcentaje del valor
de BRETs, (@) o FRET (b) en ausencia de agonistas (control) y representan la media £ D. S. de
dos experimentos realizados por duplicado. No se observan diferencias significativas entre los

diferentes grupos (one-way ANOVA).

Estos resultados indican que la activacion de los receptores implicados en la formacion del
hetero-oligobmero no afecta al estado de oligomerizacion y que éstos estan, muy probablemente,
pre-formados constitutivamente desde el RE, aunque no se puede descartar la posibilidad de que la
estimulacién por agonista pueda promover ciclos de formacion-destruccién de oligomeros sin
afectar la proporcion de estos oligomeros en estado estacionario.

La falta de modulacién por agonista ha sido descrita para otros dimeros (Rios et a/, 2001;
Issafras et al, 2002; Terrillon et al, 2003). En experimentos de BRET, cuidadosamente
controlados, se ha observado que los heterdomeros estan pre-formados en el RE y que los dimeros
gue alcanzan la membrana no se ven afectados, en términos del grado de dimerizacion, después de
la activacién de los receptores con sus respectivos ligandos (Issafras et al, 2002; Terrillon et al.,
2003; Jensen et al, 2002; Ramsay et al, 2002; Goin and Nathanson, 2006). Por el contrario,
estudios de Patel y colaboradores en células CHO que expresan receptores de somatostatina
sugieren que los receptores son monoméricos en su estado basal y que la oligomerizacion sdlo
tiene lugar tras la activacion con agonista (Patel et a/,, 2002), y en concreto en el subtipo 5, SSTRs,
el ligando no sélo induce homodimerizacion sino la formacion de oligomeros de orden mayor
(Kniazeff et al, 2002).

Se ha descrito que el tratamiento con uno o ambos agonistas de los receptores A,y 0 D,
induce cdlusterizacion de estos receptores (Hillion et al, 2002), esta reorganizacion de los
receptores a nivel de membrana no estad necesariamente en contradiccion con el hecho de que el
tratamiento con ligando no afecte el grado de dimerizacién, por lo que parece que la activacion de
los receptores por ligando induce la redistribucion de los heterodimeros en microdominios de la

membrana.
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3.4. Propiedades Bioquimicas de los Heteromeros
constituidos por los Receptores de Adenosina A,,, Dopamina

D, y Cannabinoides CB,.
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Recientemente hemos demostrado mediante la aproximacion de SRET (Sequential BRET-
FRET) la heteromerizacion de los receptores CB; de cannabinoides, A,x de adenosina y D, de
dopamina en células vivas. En este trabajo investigamos si esta interaccion fisica esta relacionada
con las interacciones funcionales entre estos tres receptores a nivel de membrana plasmatica y de
sefalizacién. Los experimentos de union de radioligandos en preparaciones de membrana de
estriado muestran la existencia de interacciones intramembrana entre los receptores CB;-A,, y CB;-
D.. En experimentos de competicién entre el antagonista del receptor A, [H]ZM241385 frente a
CGS21680 y el antagonista del receptor D, [*H]YM-09151-2 frente a quinpirole, la estimulacién de
los receptores CB; con el agonista CP-55,940 modifica de forma significante la afinidad por
agonistas de los receptores A, ademas de inducir cooperatividad negativa en estos receptores y
disminuye significativamente la afinidad por agonistas del receptor D,. La interaccién entre los
receptores A,s, CB; y D, a nivel de senalizacion se analizd por determinacion de la activacion de la
via de las MAPKs por fosforilacion de ERK 1/2. En el analisis de esta sefal se observa un cross-tatk
antagodnico entre los receptores CB; y Ays Yy entre los receptores CB; y D,. Ademas, también se
detecta un cross-talk negativo entre los receptores A, Yy D, por lo que, consecuentemente, la co-
estimulacion de los tres receptores induce solo una disminucidn moderada de la fosforilacién de
ERK 1/2 obtenida tras la estimulacién de los receptores D,, indicando que hay un mecanismo
compensatorio entre estos tres receptores. En este trabajo se muestra la existencia de una
respuesta diferencial por activacion de los receptores A, D, y CB; por agonistas cuando éstos son
activados individualmente o co-activados por dos o tres agonistas, a través de una interaccion
antagonistica en el heterdmero constituido por los receptores CBi-A;a-D,. Mediante estas
propiedades bioquimicas, los heterdmeros CB;-A,s-D, actan como procesadores para modular la

neurotransmision.
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Abstract

Recently we have developed a new methodology, SRET (Sequential
BRET-FRET), by which we have been able to demonstrate the formation of
heteromers (at least trimers) formed by cannabinoids CB; (CB4R),
adenosine Aza (A2aR) and dopamine D; (D2R) receptors in living cells. Here
we show the functional interactions between these three receptors at
membrane level (intramembrane cross-talk) in striatum and at signalling
level (intracellular cross-talk) in a neuronal cell model. Radioligand
binding experiments in striatal membrane preparations showed the
existence of CB1R-A2aR and CB4R-D,R intramembrane horizontal cross-
talk. The occupation of CB4R binding site induced negative cooperativity
of A,aR and decreased the agonist affinity of D,R. The interaction between
receptor pairs was not dependent on the striatal expression of the third
receptor partner as demonstrated using transgenic A;aR and D3;R
knockout mice. This antagonism detected at the horizontal level was
translated into a negative cross-regulation between receptor pairs when
analyzing the MAP kinase/ERK1/2 signalling pathway. Interestingly co-
activation of the three receptors led to a similar degree of ERK1/2
phosphorylation than that found when only D,R became activated. This
lack of intracellular cross-talk when the three receptors are activated
simultaneously is antagonized by antagonists of either CB/R or A,aR.
These results are consistent with a clear negative cross-modulation when
two receptors in the heteromer become activated and with a
predominance of the negative CB{R-A;aR cross-talk when the three
receptors become co-activated. These results are relevant for striatal
function since they confirm the occurrence of heteromers formed by
CBiR, A2aR and D;R and demonstrate that heteromers are processors
mediating the neuronal computation needed to modulate dopamine

neurotransmission in striatum.



Introduction

The striatum is the main input structure of the basal ganglia, which is a
group of subcortical structures involved in the performance and learning of
complex motor acts, and also involved in the conversion of motivation into
action. The striatal efferent neuron, also called the medium spiny neuron
(MSN), constitutes more than 95% of the striatal neuron population (Smith and
Bolam, 1990). It is an inhibitory neuron that uses y-aminobutiric acid (GABA) as
its main neurotransmitter. There are two subtypes of MSN, which selectively
express one of two peptides — enkephalin or dynorphin. Enkephalin MSNs
predominantly express D2Rs (D2 R isoform) and AzaRs, while dynorphin MSNs
predominantly express dopamine D4 receptors (D1Rs) and adenosine receptors
of the A4 subtype (Ferré et al., 1997; Agnati et al., 2003; Gefen et al., 2004). On
the other hand, CB4R are abundantly expressed in different structures of the
basal ganglia, including the striatum (Herkenham et al., 1991). In the striatum
CB{R are localized in both types of GABAergic efferent neurons,
enkephalinergic and dynorphinergic (Hohmann and Herkenham, 2000; Fusco et
al., 2004). Furthermore, striatal CB4R are localized in parvalbumin-expressing
GABAergic interneurons (Hohmann and Herkenham, 2000; Fusco et al., 2004)
and presynaptically in glutamatergic and GABAergic terminals (Rodriguez et al.,
2001; Kofalvi et al.,, 2005). Recently Pickel et al., (2006) using electron
microscopic immunocytochemistry determined the CB4R and DR locations in
the Acb shell and core of rat brain. In each region, many neuronal profiles
showed endomembrane and plasmalemmal distributions of one or both
receptors. Approximately one-third of the labeled profiles were somata and
dendrites, some of which showed overlapping subcellular distributions of D;R
and CB1R immunoreactivities. Together these observations suggest cell-type-
specific colocalization between cannabinoid CB4, dopamine D, and adenosine
Aon receptors. Thus, these receptors are colocalized in striato-pallidal
GABAergic neurons.

It has been well described that A;aR and DR form heteromeric complexes
in transfected cells and in the striatum (Agnati et al., 2003; Canals et al., 2003;
Ciruela et al., 2004) and based on the existence of antagonistic interactions

between AzaR and D3R in the A;aR/D;R heteromeric complex (Ferré et al.,



1997), A2aR antagonists are giving very promising results in clinical trials in
patients with Parkinson’s disease (Jenner, 2005). Furthermore, AzaR
antagonists are being considered as possible therapeutic agents in end-stage
drug addiction (Ferré et al., 2007). Their clinical efficacy might be related to the
recently demonstrated dependence of AyaR activation for CB{R receptor
signalling within the striatal A,AR/CB1R heteromeric complex (Carriba et al.,
2007). On the other hand, by co-immunoprecipitation assays in co-transfected
cells functional complexes of CB1R and D2R has been shown by Kearn et al.,
2005 and confirmed by FRET experiments in living cells (Carriba et al,
submitted). All of these results suggested the existence of a molecular
interaction between AzaR, D2R and CB4R that likely exerts an important
modulation of the striatal enkephalinergic neuronal function. The demonstration
of A2aR/D2R/CB+R heteromeric complexes in living cells has only been possible
after the development of a new technique known as SRET (Sequential BRET-
FRET) technique (Carriba et al., 2007, submitted). A,aR/D2R/CB4R
heteromerization in living cells and the presence of the three receptors in
striatum, strongly suggests that these three receptors are forming part of a
molecular network in the plasma membrane of the GABAergic enkephalin
containing neuron. However the functional implications of this complex
heteromer are not known.

In the present report we have investigated the biochemical characteristics
of these three receptors in the heteromer by analyzing the modulation of the
kinetic behaviour of A,aR and D2R by agonist-activation of CB1R using striatal
membrane preparations of lamb or wild-type and transgenic (A2aR and D2R
knockout) mice. Furthermore the consequences of the existence of a three-
receptor complex for signalling have been analyzed by ERK1/2 phosphorylation

in a neuronal cell model.

Material and Methods

Cell Culture. The SH-SY5Y neuroblastoma cell line was grown in Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco, Paisley, Scotland, UK)
supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U.l./ml penicillin/streptomycin, 1 mM

sodium pyruvate and 10% (v/v) heat inactivated Foetal Bovine Serum (FBS) (all



supplements were from Invitrogen, Paisley, Scotland, UK). Cells were
maintained at 37°C in an atmosphere of 5% CO,, and were passaged when

they were 80-90% confluent, twice a week.

Animals Adult male C57BL/6 wild type, Aza receptor KO and D, receptor KO
mice weighing 25-30 g (Instituto Cajal, CSIC, Madrid, Spain) were used. All
animals used in a given experiment originated from the same breeding series,
and were matched for age and weight. Mice were housed in groups of 4- 5 per
cage in clear plastic cages and maintained in a temperature (22 °C)- and
humidity-controlled room on a 12h light-dark schedule with food and water
provided ad libitum. The maintenance of the animals, as well as the
experimental procedures, followed the guidelines from European Union Council
Directive 86/609/EEC. All efforts were made to minimize the number of animals
used and their suffering. The experimental protocols involving animals were
approved by the local (CSIC) ethic committee. Animals were anesthetized by an
intraperitoneal administration of pentobarbital (Lab Normon, Madrid, Spain) and

brains were then extracted and striatal tissue dissected.

Membrane preparations and protein determination. Membrane suspensions
from mouse or lamb brain striatum were processed as described previously
(Casado et al., 1990). Tissue was disrupted with a Polytron homogenizer (PTA
20 TS rotor, setting 3; Kinematica, Basel, Switzerland) for three 5 s-periods in
10 volumes of 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4. Membranes were obtained by
centrifugation at 105,000 g (40 min, 4°C), and the pellet was resuspended and
recentrifuged under the same conditions. The pellet was stored at -80°C and
was washed once more as described above and resuspended in 50 mM Tris-
HCI buffer for immediate use. Protein was quantified by the bicinchoninic acid
method (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) using bovine serum albumin

dilutions as standard.

Radioligand binding experiments. Binding competition experiments were
performed by incubating (120 min) membranes (0.25 mg/ml striatal protein) at
25°C in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, containing 10 mM MgCl, and 2 U/ml

adenosine deaminase (EC 3.5.4.4; Roche, Basel, Switzerland) with 2 nM of



adenosine Ay receptor antagonist [°H]-labeled ZM241385 (4-(2-[7-amino-2-(2-
furyl)[1,2,4]triazolo[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ylamino]ethyl)phenol) (Tocris, Ellisville,
MO) or with 1.5 nM of the dopamine D, receptor antagonist [PH]YM-09151-2
(NEN Perkin Elmer) and increasing concentrations of adenosine A,a receptor
agonist 2-p-(2-carboxyethyl)phenethylamino-5 -N-ethylcarboxamido adenosine
HCI (CGS21680) (triplicates of 13 different competitor concentrations from 0.1
nM to 50 uM, Tocris) or the dopamine D, receptor agonist quinpirole (triplicates
of 9 different competitor concentrations from 0.1 nM to 100 uM; Sigma, St
Louis, MO) respectively, in the absence or the presence of 100 nM of the
cannabinoid CB4 receptor agonist CP-55,940 ( 5-(1,1-dimethylheptyl)-2-[5-
hydroxy-2-(3-hydroxypropyl)cyclohexyl]phenol, Tocris, Ellisville, MO).
Nonspecific binding was determined in the presence of 10 yM ZM241385
(Tocris) for adenosine Aja receptor or 50 uM raclopride (Sigma) for the
dopamine D, receptor. It was confirmed that the unspecific binding matched
that calculated by extrapolation of the displacement curves. In all cases, free
and membrane-bound ligand were separated by rapid filtration of 500 pl
aliquots in a cell harvester (Brandel, Gaithersburg, MD, USA) through Whatman
GF/C filters (Brandel) which were subsequently washed for 5 s with 5 ml of ice-
cold Tris-HCI buffer. The filters were incubated with 10 ml of Ecoscint H
scintillation cocktail (National Diagnostics, Atlanta, GA, USA) overnight at room
temperature and radioactivity counts were determined using a Tri-Carb 1600
scintillation counter (PerkinElmer, Boston, MA, USA) with an efficiency of 62%
(Sarri6 et al., 2000). Binding data from competition experiments were analyzed
by nonlinear regression to the previously described equations (Casado et al.,
1992, Sarrio et al., 2000), using the commercial Grafit curve-fitting software
(Erithacus Software, Surrey, UK). Goodness of fit was tested according to
reduced x? value given by the nonlinear regression program and, in all cases,
biphasic over monophasic competition curves were selected according to a
p<0.01 using an F test (Ciruela et al., 2006). The equilibrium dissociation
constants for the high-affinity (Kpn) and low-affinity (Kp.) binding sites were
determined from ICsp values using the Cheng-Prusoff relation (Cheng and
Prusoff, 1973).



Immunolabeling experiments. SH-SY5Y cells were grown on glass coverslips
coated with poly-L-lysine (Sigma, Steinheim, Germany). At 60% confluence,
cells were rinsed with PBS, fixed in 4% paraformaldehyde for 15 minutes, and
washed with PBS containing 20 mM glycine. Cells were permeabilized with
PBS containing 20 mM glycine, 1% Bovine Serum Albumin (BSA) (buffer A) and
0,05% Triton X-100 during 5 minutes and were blocked with buffer A for 1 hour
at room temperature. Cells were labelled for 1 hour with mouse monoclonal
anti-Aa receptor antibody (05-717 Upstate, Lake Placid, NY, USA) and goat
polyclonal anti-D, receptor antibody ((N-19) sc:7522, Santa Cruz
Biotechnology). Then, cells were washed and stained for 1 hour with cyanine 2-
conjugated affinity purified donkey anti-goat IgG, cyanine 3-conjugated affinity
purified donkey anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA)
and with cyanine 5-conjugated rabbit anti-CB4 receptor antibody from Affinity
Bioreagents, Golden, CO, USA, labelled in our laboratory using FluoroLink Cy5
reactive dye pack (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). The
coverslips were rinsed for 30 min in buffer A and mounted with Vectashield
Mounting Medium for Fluorescence (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA,
USA). Microscopic observations were made in Olympus FV 300 confocal
scanning laser microscope (Leica Lasertechnik, Leica Microsystems,

Mannheim, Germany).

ERK phosphorylation assays. SH-SY5Y human neuroblastoma cells were
grown to 80% confluence and prior to MAPK phosphorylation assays, rendered
quiescent by incubation overnight with serum-free medium supplemented with 2
Ul/ml of adenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4; Roche, Basel, Switzerland).
After replacing medium, an additional 2h- period of incubation in fresh serum-
free medium, supplemented with 2 Ul/ml ADA, was performed to minimize basal
activity. Cells were subsequently stimulated by addition of medium
supplemented with 2 Ul/ml ADA with or without the following agonists: ACEA
(arachidonyl-2-chloroethylamide, Tocris) for CB1R, CGS 21680 for A,aR or
quinpirole for D2R and/or the following antagonists: AM 251 (N-(piperidin)-1-yl)-
5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide,

Tocris) for CB1R, ZM 241385 for A2aR or raclopride for D;R. Stimulation was

terminated by rapidly rinsing with ice-cold PBS and cell lysis was performed by



the addition of 500 ul of ice-cold lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 mM
NaF, 150 mM NaCl, 40 mM a-Glycerophosphate, 1% Triton 100X, 20 uM
phenyl-arsine oxide, 1 mM NaVO,4 and protease inhibitor cocktail). The cellular
debris was removed by centrifugation at 13000xg for 5 min, and the total protein
content was measured as indicated above. Aliquots corresponding to 15 ug of
protein were mixed with SDS loading buffer, applied to 10% SDS-
Polyacrylamide gel electrophoresis and analyzed by western blot. ERK1/2
activation was assayed by incubating PVDF blots with a mouse anti-phospho-
ERK1/2 antibody (Sigma, 1:10000). In order to rule out that the differences
observed were due to the application of unequal amounts of lysates, PVDF
blots were striped and probed with a rabbit anti-ERK1/2 antibody that
recognizes both, unphosphorylated and phosphorylated forms (Sigma,
1:40000). The immunoreactive bands were visualized using horseradish
peroxidase linked secondary anti-mouse and anti-rabbit antibodies (DAKO) and
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce). Images were
obtained in LAS-3000 (Fuijifilm) and quantitative analysis of detected bands was
performed by Image Gauge V4.0 software. One-way ANOVA followed by

Newman-Keuls post-hoc test was used for statistical comparisons.
Results

Striatal A,aAR-CB4R intramembrane receptor cross-talk. To investigate
the existence of an striatal adenosine A;a and cannabinoid CB; intramembrane
receptor interaction in lamb striatal membranes, competition experiments with
the AR antagonist [°PH] ZM241385 as radioligand and increasing
concentrations of the A;aR agonist CGS21680 as displacer were carried out in
the presence and in the absence of the selective CB4R agonist CP-55,940 (see
Materials and Methods for details). As shown in Fig1A, in absence of the CB1R
agonist the competition curve for AaR was monophasic but, interestingly, in the
presence of CP-55,940 the competition curve was biphasic (significantly better
fitting than monophasic; F test: p<0.05). It was deduced that in the absence of
the CB1R agonist the Kp value for agonist binding to the A2aR was 28+4 nM
whereas in the presence of CP-55,940 the Kpy and Kp_ values were 53 nM

and 240+50nM, respectively. These results indicate that the activation of CB1R



promotes the appearance of negative cooperativity and high- and low-afinity

binding of agonists to AsaR.

A2aR not only form heteromers with cannabinoid CB4R but also with
dopamine D;R (see Introduction). In order to investigate if DoR are able to
modulate the intramembrane interaction between CB{R and AoaR, striatal
membranes from wt and D,R KO mice were used and competition experiments
with the AzaR antagonist [°H] ZM241385 as radioligand and increasing
concentrations of the A;aR agonist CGS21680 as displacer were carried out in
the presence and in the absence of the selective CB1R agonist CP-55,940. The
results are summarized in Table1. As it was observed using lamb striatal
membranes, in absence of the CB1R agonist, CP-55,940, the competition curve
for both, the wt mice and the KO mice was monophasic giving the Kp values
appearing in table 1. Again, in the presence of CP-55,940, the competition
curve was biphasic (significantly better fitting than monophasic; F test: p<0.05),
appearing two affinity states, high and low. These results show that irrespective
of the specie and also irrespective of the presence or the absence of the D2R,
the agonist-activation of CB4R induces a modulation of the agonist binding to

A2aR and negative cooperativity appears for this adenosine receptor.

Table 1. Kinetic parameters for A;aR deduced from competition
assays between *H-ZM 241385 and CGS 21680 in the absence or in the
presence of 100 nM of the CB1R agonist CP-55,940

w.t. membranes D2R KO mice membranes
CONTROL +CP-55,940 CONTROL +CP-55,940
Bu (pmol/mg
0.46+0.02 0.23+0.07 0.42+0.04 0.14+0.02
protein)
Kpu (nM) 81+15 11£7 20+7 1+0.8
B (pmol/m
(P g ; 0.26+0.07 ; 0.28+0.02
protein)
KoL (uM) - 0.3+0.2 - 0.11+0.02




Striatal D,R-CB1R intramembrane receptor cross-talk. To investigate
the existence of an striatal dopamine D, and cannabinoid CB4 intramembrane
receptor interaction, competition experiments with the D,R antagonist [PH]YM-
09151-2 as radioligand and increasing concentrations of the D,;R agonist
quinpirole as displacer were carried out in the presence and in the absence of
the selective CB4R agonist CP-55,940 using lamb striatal membranes (see
Materials and Methods for details). As shown in figure 1B, it was observed that
both competition curves are biphasic (significantly better fitting than
monophasic; F test: p<0.05) but that in the presence of the CB4R agonist a
pronounced shift to the right in the competition curve was observed. The Kp
values for high and low affinity quinpirole binding to D2R were 0.9+0.5 nM and
1600+200 nM, respectively, whereas in the presence of CP-55,940 the Kp
values were 54128 nM and 2600+700 nM, respectively, showing that CB4R
activation markedly reduces the affinity of D,R for its agonist quinpirole
(Student’s unpaired t test; p < 0.05 in both cases).

In order to investigate if A;aAR are able to modulate the intramembrane
interaction between CB4R and DR, striatal membranes from wt and A;aR KO
mice were used and competition experiments as described above were
performed. As it was observed for lamb striatal membranes, in all cases
competition curves were biphasic (significantly better fitting than monophasic; F
test: p<0.05) irrespective of the membranes used and in the presence or
absence of CP-55,940. The kinetic parameters deduced are summarized in
Table2.

Table 2. Kinetic parameters for A;aR deduced from competition
assays between *H-YM-09151-2 and quinpirole in the absence or in the
presence of 100 nM of the CB+R agonist CP-55,940.

w.t. membranes A>aAR KO mice membranes

CONTROL +CP-55,940 CONTROL +CP-55,940

Bu(pmols/mg
0.14+0.01 0.25+0.02 0.14+0.01 0.31+0.04
protein)

Kon(nM) 0.10+0.03 18+6 0.10+0.05 50+15




B.(pmols/mg
0.48+0.01 0.34+0.02 0.53+0.01 0.34+0.04
protein)
KoL (uM) 0.36+0.03 1.8 0.4 0.42+0.04 1.9+0.6

These results show that irrespective of the presence or the absence of the
A2aR, the agonist-activation of CB¢R induces a significant loss of affinity of both
high and low affinity states for the agonist binding to the D,R (Student’s

unpaired t test; p < 0.01 in both cases).

Intracellular cross-talk between adenosine A.a, cannabinoid CB4 and
dopamine D, receptors in a human neuroblastoma cell line. To investigate
the functional AaR-CB4R-D,R cross-talk, a human neuronal cell model was
used. The neuroblastoma cell line SH-SY5Y was stably transfected with human
D2;R and characterized as described elsewhere (Salim et al., 2000). This cell
line has been previously reported to constitutively express functional A;aR and
CB4R (Salim et al., 2000; Hillion et al., 2001; Klegeris et al., 2003; Carriba et
al., 2007). Triple immunofluorescence experiments were performed in
permealilized cells, using cyanine 3-conjugated anti-A2aR antibody (red colour),
cyanine 5-conjugated anti-CB1R antibody (blue colour) and cyanine 3-
conjugated anti-D,R antibody (green colour). As seen in Figure 2, confocal
analysis revealed high co-localization of three receptors (white). In this cell line,
high amounts of coexisting receptors were found on the citoplasmic membrane

with coaggregates.

Using this cell line, the functional interaction between A2aR, CB4R and D;R
was analyzed by determining ERK 1/2 activation, taking into account that all
three receptors increase ERK 1/2 phosphorylation (Canals et al., 2005; Kearn
et al.,, 2005). Time-response experiments were performed by individually
activating each receptor with the corresponding agonist. As show in Figure 3A
activation of CB4R gives a maximum signal at 5 min decreasing to the basal
level after 20 min stimulation. For A2aR, maximum phosphorylation was reached
at 10 min, disappearing after 30 min stimulation. The maximum D;R agonist-

mediated ERK 1/2 phosphorylation is reached at 5 min and begins to decrease




at 20 min. As it is shown in the Figure 3A left panel, the optimum stimulation
period for the three receptors was 7.5 min. As indicated in Figure 3B-D, for the
three receptors the agonist-mediated ERK 1/2 phosphorylation follows a dosis-
response curve in agreement with the reported affinity for these receptors. For
the CB/R a strong desensitization process was seen at high agonist
concentrations.

To analyze the functional cross-talk between the three receptors by co-
stimulation of two or three receptors, suboptimal agonist concentrations were
used to best detect increases or decreases in ERK 1/2 activation. As shown in
Figure 4 A, the phosphorylation induced by 50 nM CGS21680 is antagonized by
the AaR antagonist ZM 241385, according to an AzaR binding. Analogously,
the phosphorylation observed with 25 nM quinpirole is antagonized by the D;R
antagonist raclopride according to a D2R binding. Interestingly, the coactivation
of A2aR and D3R gave significantly less ERK 1/2 phosphorylation than DR
activation. This negative cross-talk is in agreement with the described
antagonist functional interactions between these receptors at the level of
adenylyl cyclase activation (Ferré et al., 1997; Agnati et al., 2003; Ferré et al.,
2003). On the other hand, as shown in Figure 4B 25 nM ACEA induces an ERK
1/2 phosphorylation that is antagonized by the selective CB4R antagonist AM
251. Co-stimulation using 25 nM ACEA and 50 nM CGS21680 induced
significantly less ERK 1/2 phosphorylation than the stimulation of each receptor
individually demonstrating a negative cross-talk between these receptors
(Figure 4B). Also, Figure 4C shows that co-stimulation using 25 nM ACEA and
25 nM quinpirole gave significantly less ERK 1/2 phosphorylation than the
quinpirole-induced signal, indicating the existence of a negative cross-talk
between CB4R and D;R. All of these results show that there is an antagonistic
effect in ERK 1/2 phosphorylation between all receptor pairs, A;aR and D3R,
CB4{R and AzaR, and CB4R and D;R. Also of interest is the fact that co-
treatment with the three agonists induced an ERK 1/2 phosphorylation that was
very similar to that obtained after D,R activation. It should be also noted that
this lack of negative cross-talk when the three receptors are activated together
is antagonized by antagonists of any of the three receptors (Figure 4D). These
results clearly indicate that there is a compensatory mechanism between the

three receptors at level of ERK1/2 activation in such a way that when CB4R and



A2xR are coactivated a negative cross-talk is established between them and the

D,R-mediated signal was preponderant.

Discussion

Neurotransmitter receptors cannot only be considered as single functional
units, but as forming part of multimolecular aggregates localized in the plane of
the plasma membrane (Bouvier, 2001; Marshall, 2001; Agnati et al., 2005). It
became first evident that G protein-coupled receptor (GPCRs), that are a family
of neurotransmitter receptors, are able to form receptor homodimers and also
higher order homomultimers. In fact, it seems that most members of this
neurotransmitter receptor family can exist as homomers or heteromers
(Bouvier, 2001; Marshall, 2001; George et al., 2002). Receptor heteromers can
be defined as complexes made of different receptor molecules for the same or
different neurotransmitters. This definition is merely morphological, without
functional implications but receptor heteromerization has been shown to provide
functional entities with different biochemical characteristics with respect to the
individual components of the heteromer (Terrillon and Bouvier, 2004). Some
years ago we demonstrated the existence of A;aR-D2R heteromers (Canals et
al., 2003; Kamiya et al., 2003; Ciruela et al., 2004; Woods and Ferre, 2005) and
more recently we reported that CB; and adenosine Aza receptors form
heteromeric complexes in co-transfected cells and rat striatum where they co-
localize in fibrilar structures (Carriba et al., 2007). Also, the occurrence of CB1R-
D2R heteromers in living cells and brain membranes has been described (Kearn
et al., 2005; Carriba et al., submitted). In agreement with the existence of CB4R-
AaR and CB4R-D,R heteromers, here, by means of radioligand binding
experiments, we demonstrate the existence of CB1R, A2aR and D2R receptor-
receptor cross-talk in membrane preparations from brain. In fact, agonist
stimulation of CB1R significantly decreases the agonist affinity of D,R and
induces negative cooperativity in the AxaR. This kind of interactions between
different receptors is an “intramembrane or horizontal receptor-receptor cross-
talk”: stimulation of one receptor changes the binding characteristics of the
partner receptor (Agnati et al., 2003; Canals et al., 2003). This has been seen

using membrane preparations, which confirms the lack of involvement of



intracellular signalling. Taken together these data suggest some kind of
negative cross-talk established between receptors adjacent in the plane of the
membrane (horizontal cross-talk) and is a strong indication of the occurrence of
heretomers in brain membranes. Interestingly we show here, using transgenic
knockout mice, that the CB1R-A>AR intramembrane cross-talk interaction is
independent of the presence or absence of the D;R and the intramembrane
cross-talk between CB1R and D3R is independent of the presence or absence
of A2aR. Since the three receptors are able to form oligomers, as detected by
the novel SRET methodology (Carriba et al., 2007 submitted), these results
indicate that the horizontal cross-talk in which CB4R participate is established
within receptor pairs and is not affected by the third component in the
heteromer.

In order to identify the functional characteristic associated to the CB1R-
A2aR-D2R heteromer, the cross-talk between these receptors was analyzed at
the signalling level in a neuronal cell model where they colocalize. Activation of
ERK 1/2 phosphorylation was selected because it is described that all three
receptors increase this signal (Canals et al., 2005; Kearn et al., 2005) and
synergistic or antagonistic interactions can be easily seen. In fact, it is more
feasible to detect synergisms or antagonisms by analyzing ERK1/2 activation
than by measuring differences in cAMP levels. The latter is particularly difficult
in this system since AaR is coupled to Gs-proteins (Kull et al., 1999; 2000) but
CB+{R and D;R are coupled to Gi proteins (Felder et al., 1992; Missale et al.,
1998).

The agonist-induced ERK 1/2 phosphorylation was mediated by receptor
activation as demonstrated by the inhibition exerted by specific antagonists of
these receptors. A,aR and D3R co-stimulation with CGS 21680 and quinpirole
decreases the quinpirole mediated-signal. This antagonist effect is in
agreement with the described antagonist functional interactions between these
receptors (Ferré et al., 1997; Agnati et al., 2003; Ferré et al., 2004).
Analogously, agonist co-stimulation of CB1R and DR decreases the quinpirole-
mediated signalling, showing that both A;aR and CB1R exerts a strong negative
modulation of D2R. On the other hand, agonist co-stimulation of CB1R and A;aR

decreases ERK 1/2 phosphorylation with statistical significance versus



individual treatments. This negative cross-talk constitutes further evidence of a
functional interaction between these two receptors.

Although the intramembrane and intracellular cross-talk established by
receptor pairs is already important to understand better the function of striatal
enkephalinergic neurons, it is also very relevant what occurs when the three
receptors are activated simultaneously. In fact the simultaneous addition of
agonists for the three receptors results in an ERK 1/2 activation that is very
similar to that obtained after D,R stimulation. This lack of antagonism upon co-
activation of CB4R, A2aR and D3R is antagonized by antagonists of the three
receptors (Figure 4D). This indicates that when the three receptors are
activated at the same time, the antagonistic effect between A;aR and CB¢R
predominates and the D,R-mediated ERK 1/2 phosphorylation is not inhibited.
Apart from the intrinsic interest of these findings these data constitute clear
evidence of different biochemical and physiological properties of the AzaR-
CB{R-D2R heteromer versus those of the individual receptors. In neurons
expressing the heteromer, adenosine or cannabinoids, acting through AzaR and
CB+R, can strongly inhibit dopamine signalling. However, when the extracellular
level of both neuromodulators are elevated, the negative cross-talk between
AzaR and CB+R predominantes and the brake on D;R-mediated signalling is
released. All these results suggest that the A,AR-CB4R-D2R receptor heteromer
acts as a processor mediating the neuronal computation needed to modulate

dopamine neurotransmission.
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Figure legends

Figure 1. CB1R agonist-mediated modulation of D;R and A;AR agonist
binding. Competition experiments of the AR antagonist [°H]ZM241385 (2 nM)
versus increasing concentrations of the A;aR agonist CGS21680 (A) or
competition experiments of the D, receptor antagonist [°H]YM-09151-2 (1.5 nM)
versus increasing concentrations of the D, receptor antagonist quinpirole (B) in
lamb striatal membranes (0.25 mg protein/ml) were performed in the presence

(dashed line) or in the absence (solid line) of the CB1R receptor agonist CP-



55,940 (100 nM). Data are means + S.D. from a representative experiment

performed in triplicate.

Figure 2. Co-localization of A;aR, CB4R and D2;R in SH-SY5Y human
neuroblastoma cells. Immunocytochemical detection of A;aR, CB4R and D2;R
in SH-SY5Y cells was analyzed by confocal microscopy. Triple
immunofluorescence staining was performed using a monoclonal mouse anti-
A2aR antibody detected with cyanine 3-(red)-conjugated donkey anti-mouse 1gG
(top left panel), cyanine 5-(blue)-conjugated rabbit anti-CB+4R (top center panel)
and polyclonal goat anti-D,R antibody detected with cyanine 2-(green)-
conjugated donkey anti-goat 1gG (top right panel). Superposition of images
reveals the co-localization of A;aR and CB+R (middle left panel, colocalization in
white), A2aR and D,R (middle center panel, colocalization in yellow) and CB1R
and D3R (middle right panel, colocalization in white). In the bottom center panel

the co-localization of the three receptors in white is shown. Scale bar 10 uM.

Figure 3. Time-course and dose-response curves of ERK 1/2
phosphorylation induced by agonist-stimulation of A;aR, CB4R and DzR.
ERK 1/2 phosphorylation in SH-SY5Y cells was determined as described in
Materials and Methods. Cells were treated for increasing time periods with 50
nM of the CB4R agonist ACEA, 200 nM of the A;aR agonist CGS 21680 or 50
nM of the D;R agonist quinpirole, (A). Cells were treated for 7.5 min with
increasing concentrations of ACEA (B), CGS 21680 (C) or quinpirole (D)
respectively. A representative western blot is shown in each panel. The
immunoreactive bands from three to five experiments were quantified and
values represent the meantSD of percentatge of phosphorylation over the

basal levels found in untreated cells.

Figure 4 Cross-talk between A;aR, CB4R and D;R. Cells were treated
during 7.5 min with the agonists: 25 nM ACEA for the CB41R (ACEA) and/or 50
nM CGS 21680 for the AaR (CGS) and/or 25 nM quinpirole for the D;R
(quinp.), in the presence or the absence of the antagonists 1 yM AM 251 for
CB1R (AM), 1 uM ZM 241385 for A2aR (ZM) or 1 uM raclopride for D2R (Racl.)

and ERK 1/2 phosphorylation was determined as indicated in Materials and



Methods. A representative western blot is shown in each panel. The
immunoreactive bands from three to five experiments were quantified and
values represent the mean * SD of percentatge of phosphorylation over the
basal levels found in untreated cells. One-way ANOVA followed by Newman-
Keuls post-hoc test was used for statistics A. Cross-talk between A;aR and
D2R. Significant differences between control and CGS, quinp. and CGS+quinp.,
* p<0.05 and *** p<0.001, and between CGS and CGS+quinp., ## p<0.01 and
between quinp. and CGS+quinp., +++ p<0.001. B. Cross-talk between A;aR
and CB4R. Significant differences between control and ACEA and CGS, ***
p<0.001, and between ACEA or CGS and ACEA+CGS, p<0.001, ### and +++,
respectively. C. Cross-talk between CB{R and D;R. Significant differences
between control and ACEA, quimp. or ACEA+quinp., *** p<0.001, and between
ACEA and ACEA+quinp.,## p<0.01, and between quinp. and ACEA+quinp.,
+++ p<0.001.D. Cross-talk between CB4R, DR and A,aR. Significant
differences between control and ACEA, CGS, quinp., ACEA+CGS+quinp.,
ACEA+CGS+quinp.+AM and ACEA+CGS+quinp.+ZM, *p <0.05 and ***
p<0.001, and between ACEA or CGS and ACEA+CGS+quinp., p<0.001, ###
and +++, respectively, and between quinp. and ACEA+CGS+quinp.+AM,
ACEA+CGS+quinp.+ZM and ACEA+CGS+quinp.+Racl. $$$ p<0.001, and
between ACEA+CGS+quinp. and ACEA+CGS+quinp.+AM,
ACEA+CGS+quinp.+ZM and ACEA+CGS+quinp.+Racl., && p<0.01 and &&&
p<0.001.
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IV. resumen de resultados y discusién

4. Resumen de Resultados y Discusion

A pesar de una cierta resistencia inicial por parte de la comunidad cientifica, la existencia de
heterémeros entre diversos receptores de neurotransmisores y neuromoduladores es, hoy por hoy,
un hecho aceptado. Esta aceptacion implica cambios en la manera de entender la
neurotransmision. Asi, los receptores no pueden considerarse como una Unica unidad funcional si
no como agregados multimoleculares localizados en el plano de la membrana (Franco et a/, 2003).
La heteromerizacion confiere a los receptores propiedades bioquimicas distintas de los
componentes individuales, como cambios en la funcionalidad y en las propiedades farmacoldgicas
(Terrillon and Bouvier, 2004).

Al iniciarse esta Tesis se sabia que los receptores A, de adenosina y D, de dopamina, de la
familia de GPCRs, eran capaces de formar heteromeros entre si pero se desconocia si podian
formar heterdmeros con otros receptores de neurotransmisores o neuromoduladores importantes
en el estriado, como tampoco se conocian muchas de las implicaciones funcionales de la
heteromerizacion o de la existencia de moléculas capaces de modularlos. En este contexto, y desde
un punto de vista global, los resultados presentados en esta Tesis han permitido avanzar en el
conocimiento de cdmo la homocisteina, molécula relevante en situaciones patoldgicas, actia como
modulador alostérico del receptor D, de dopamina y modula el trafico del heteromero A,4R/D;R. Se
ha puesto de manifiesto, por primera vez, la formacidn de nuevos heteromeros entre los receptores
A,, de adenosina y CB; de cannabinoides, con importantes consecuencias funcionales, asi como la
heteromerizacion entre los receptores D, de dopamina y CB; de cannabinoides. Ello ha permitido
descubrir la existencia de heteromeros de mas de dos receptores, heterémeros entre los receptores
A,x de adenosina, D, de dopamina y CB; de cannabinoides y estudiar las consecuencias funcionales

derivadas de la heteromerizacion.

Existen numerosas evidencias de la interaccion funcional antagdnica entre los receptores A;a
de adenosina y D, de dopamina (Ferré et al,, 1991; Kull et a., 1999). Esta demostrado que estas
interacciones tienen lugar, ademas de por un cross-talk a nivel de segundos mensajeros, por
interacciones moleculares de ambos receptores a nivel de membrana plasmatica (Hillion et a/,
2002; Canals et al, 2003; Ciruela et al, 2004). La heteromerizacion de los receptores A,x/D, tiene
una gran relevancia en la enfermedad de Parkinson puesto que en el heterdmero la activacién del
A,xR disminuye la afinidad por agonistas del D,R y la presencia de antagonistas del A,4R potencia la
sefal mediada por el D,R al inhibir el efecto ténico de la adenosina enddgena (Agnati et a/., 2003;

Ferré et al, 2003). El tratamiento paliativo mas utilizado para la enfermedad de Parkinson es la
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administracion del precursor de dopamina L-DOPA, aunque también se han descrito efectos
beneficiosos asociados al tratamiento combinado de L-DOPA y antagonistas del receptor de
adenosina A, (Bara-Jimenez et al, 2003; Hauser et al, 2003). Cuando la L-DOPA llega al cerebro
es captada por los terminales de neuronas dopaminérgicas y descarboxilada a dopamina. Sin
embargo, una porcion importante de L-DOPA es también metabolizada por otros enzimas
generandose adenosina y homocisteina (Allain et a/, 1995; Kuhn et al, 1998; Muller et al., 1999;
Duan et al, 2002; Lamberti et al, 2005). Asi pues, el tratamiento con L-DOPA puede
potencialmente incrementar los niveles de homocisteina en el cerebro, efecto que ha sido
documentado en pacientes de Parkinson tratados con L-DOPA (Lee et al, 2005). La
hiperhomocisteinemia puede provocar un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares
(Welch and Loscalzo, 1998; Eikelboom et al, 1999) y demencia (Seshadri ef a/, 2002; Morris,
2003) ademas de ser un factor patogénico adicional implicado en la enfermedad de Parkinson
(Muller et al., 2004; Postuma and Lang, 2004). Existen ademas datos experimentales que sugieren
que las células dopaminérgicas son mas sensibles a los efectos neurotdxicos de la homocisteina
(Duan et al., 2002; Lee et al., 2005). La L-DOPA al ser metilada por la catecol-O-metil-transferasa
(COMT), ademas de generar homocisteina, también forma adenosina que puede ser un factor
adicional a la perdida del efecto terapéutico de la L-DOPA. Asi pues, el control de los niveles de
homocisteina y, por tanto, de los de adenosina, permiten explicar los efectos positivos producidos
al tratar enfermos de Parkinson con inhibidores de la COMT (Olanow and Stocchi, 2004; Valkovic et
al., 2005).

A pesar de haberse descrito una relacion entre la homocisteina y la enfermedad de
Parkinson, se desconocia totalmente si la homocisteina podia ejercer algun efecto sobre el
heterémero entre los receptores A,s/D, implicado también en la enfermedad de Parkinson. En este
contexto en el trabajo Allosteric Modulation of Dopamine D, Receptors by Homocysteine,
presentado en esta Tesis, se describe el efecto de la homocisteina en el heterémero A,,R/D;R. Este
compuesto actla como antagonista alostérico del receptor D, reduciendo de forma selectiva la
union de agonistas sin alterar la union de antagonistas, efecto muy similar al producido por
estimulacion del receptor Ay, en el complejo heteromérico (Ferré et al, 1991; Dasgupta et &/,
1996).

La homocisteina se une a epitopos ricos en el aminoacido arginina (Arg). El receptor D,
contiene dos epitopos ricos en este aminodacido basico en el tercer bucle intracelular (IC3), y se ha
descrito que uno de ellos esta implicado en la heteromerizacion de los receptores A,,/D, (Ferré et
al., 2004; Ciruela et al., 2004; Woods and Ferré, 2005). Una de estas regiones basicas del receptor
D, se localiza en la porcion mas N-terminal del IC3 y se cree que es la principal responsable de la
interaccion con el A,uR (Ciruela et a, 2004), mientras que la otra se localiza en el centro de este

bucle intracelular. La union de la homocisteina al receptor D, depende de una interaccion
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electroestatica entre los grupos tiol de la homocisteina y los grupos guanidinio de la arginina del
D,R. Este tipo de interaccion estd también implicada en la heteromerizacion de A;sR/D,R (Woods
and Ferré, 2005), por lo que podria ser que un mismo epitopo rico en Arg del receptor D, pudiese
estar implicado tanto en la heteromerizacion como en la modulacion alostérica mediada por
homocisteina.

Los analisis por espectrometria de masas muestran que la homocisteina puede inhibir por
competencia la formacion de las uniones no covalentes entre la porcion rica en Arg del extremo N-
terminal del IC3 del receptor D, y serinas fosforiladas del extremo C-terminal del receptor A,a; sin
embargo, la afinidad de la homocisteina por las argininas del receptor D, parece bastante menor
que la afinidad de las serinas fosforiladas del extremo C-terminal del receptor A, por este epitopo
rico en Arg del receptor D,. Esto estd de acuerdo con que concentraciones elevadas de
homocisteina son ineficientes para alterar el grado de heteromerizacién de estos dos receptores,
determinado mediante la técnica de FRET.

Si fuese el mismo epitopo del D,R el que esta implicado tanto en la heteromerizacion con el
receptor A, como en el lugar alostérico de accidn de la homocisteina, la modulaciéon por
homocisteina deberia ser menor si el receptor D, estd unido al receptor A,x. De hecho, en
experimentos de internalizacion en células transfectadas con ambos receptores se observa que sblo
la fraccion de receptores A,» y D, que colocalizan y heteromerizan es la que es susceptible de
internalizarse al ser tratadas las células con agonistas del D,R y que esta internalizacion es inhibida
por homocisteina. De ello puede deducirse que la homocisteina y el receptor A,» no compiten por el
receptor D, y que la homocisteina interacciona con el receptor D, en el epitopo rico en Arg situado
en el centro del IC3 vy, por tanto, distinto del epitopo en el que interacciona el AxR. Al interaccionar
la homocisteina con el receptor D, se produce una modulacién alostérica negativa de la union de
agonistas a este receptor impidiendo la internalizacion del heterdmero. La pérdida de afinidad del
receptor D, por sus agonistas inducida por la homocisteina puede ser uno de los mecanismos

implicados en la aparicion de efectos secundarios en el tratamiento con L-DOPA.

Estos resultados constituyen un ejemplo de una molécula capaz de modular el
comportamiento bioquimico de los heteromeros A,sR/D,R en cuanto a sus caracteristicas
farmacoldgicas y su trafico intracelular. La homocisteina, que no interacciona con el receptor Aya, €S
capaz de modular su expresion en la membrana gracias a la formacién de los heteromeros

AxR/D,R lo que muestra la relevancia del papel fisioldgico de los heteromeros.
En esta Tesis, ademas, se ha demostrado que los receptores de adenosina Ay, a parte de

formar heteromeros con los receptores de dopamina D,, pueden heteromerizar con los receptores

de cannabinoides CB;, lo que ha supuesto un avance en la busqueda de nuevos heterdmeros
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implicados en el funcionamiento de los ganglios basales. Como se pone de manifiesto en el trabajo
Striatal Adenosine A, and Cannabinoid CB; Receptors Form Functional Heteromeric
Complexes that Mediate the Motor Effects of Cannabinoids presentado en esta Tesis, a
través de aproximaciones /in vitro e in vivo, se ha detectado una interaccién molecular y funcional
entre los receptores de cannabinoides CB; y los de adenosina As, Y se ha demostrado que estas

interacciones pueden jugar un papel relevante en el control del movimiento.

Desde que en 1988 Howlett y colaboradores describieron la presencia de receptores para
cannabinoides en membranas cerebrales (Devane et al., 1988; Howlett et a/, 1990) el estudio de
estos receptores ha suscitado un enorme interés. El receptor CB; esta considerado como la proteina
de siete dominios transmembrana mas abundante del cerebro de mamiferos, su presencia se ha
descrito en varias regiones neuronales lo que coincide con la variedad de sus efectos (Herkenham
et al., 1990). Los elevados niveles de CBsR encontrados en los ganglios basales (Herkenham et al.,
1990; 1991; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992) hacen de este receptor una diana excepcional con
un elevado potencial terapéutico en enfermedades relacionadas con el control motor como el
Parkinson y el Huntington (Brotchie, 2003; Lastres-Becker et a/, 2003; Van der Stelt and Di Marzo,
2003) y en fendmenos de adiccidon a drogas (Parolaro and Rubino, 2002; Gerdeman et al., 2003;
Laviolette and Grace, 2006). También se encuentra en alta densidad en el cerebelo, en el
hipocampo y en el cortex por lo que su funcion juega un papel importante en fendmenos cognitivos
y de memoria, con relevancia terapéutica en la enfermedad del Alzheimer. Ademas esta también
presente en el sistema nervioso periférico donde regula la percepcion del dolor (Iversen and
Chapman, 2002). Todas estas implicaciones justifican la importancia del receptor CB; como diana
terapéutica de una variedad de disfunciones, y de ahi el interés por el estudio de este receptor en

tejidos y en modelos celulares.

En esta Tesis mediante inmunohistoquimica de cortes cerebrales se ha observado que la
mayor densidad de expresion de los receptores de adenosina A, y cannabinoides CB; es en el
estriado y en el globo palido, siendo el marcaje de CB;R moderado en el estriado y mayor en el
palido a diferencia del A;aR que basicamente se observa en el estriado. El patron de ambos
marcajes es similar, ambos receptores se expresan en las estructuras fibrilares, con un marcaje de
aspecto disperso de apariencia de red, indicativa del neuropilo estriatal, con ausencia de marca en
los cuerpos neuronales, de acuerdo con los resultados observados previamente para ambos
receptores (Herkenham et a/, 1991; Hettinger et a/, 2001). Se observa una gran colocalizacion de
ambos receptores, en aproximadamente la mitad de las fibras totales. La presencia de marcaje sin
colocalizar de CB4R y la ausencia de marcaje sin colocalizar de AR indica que mayoritariamente los

receptores A, estan colocalizando con los CB;R, pero que una porcion de CB;R no colocaliza con
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los AR, lo que concuerda con la amplia distribucion del CBsR estriatal comparado con el AR.
Estos resultados justifican una base anatdmica necesaria para sustentar la interaccion estriatal de
estos dos receptores. Sin embargo, mediante la técnica de inmunohistoquimica no se puede
determinar si los receptores A, 0 CB; estan localizados pre- y/o postsinapticamente.

Se ha descrito que los receptores A, estriatales estan estratégicamente situados, tanto pre-
como postsinapticamente (Hettinger et al, 2001; Ferré et al, 2005; Ciruela et al, 2006). Esta
descrito que en el estriado los CB;R se localizan en los dos tipos de neuronas eferentes
GABAérgicas, las encefalinérgicas y las dinorfinérgicas (Hohmann and Herkenham, 2000; Fusco et
al, 2004; Gerfen, 2004). Ademas, los receptores CB; estan también localizados en las
interneuronas GABAérgicas estriatales que expresan parvalbumina (Hohmann and Herkenham,
2000; Fusco et al, 2004) y presinapticamente en los terminales glutamatérgicos y GABAérgicos
(Rodriguez et al, 2001; Kofalvi et al, 2005). La capacidad de los receptores CB; de distribuirse
tanto pre- como postsinapticamente esta de acuerdo con lo observado utilizando un modelo de
células neuronales como los neuroblastomas NG108-15, diferenciados y no diferenciados, que
expresan endogenamente el receptor. Al diferenciar las células, los cuerpos neuronales se
redondean y aparecen extensiones de neuritas y estructuras tipo dendriticas y axonicas y las
células contactan entre ellas mediante ramificaciones que forman redes. En estas condiciones el
receptor CB; se distribuye por las terminaciones con un elevado marcaje en los puntos de
ramificacion de estas prolongaciones. Este patrdon es consistente con una expresion tanto post-
sinaptica como pre-sinaptica del receptor. Pese a que el marcaje parece migrar hacia las
prolongaciones éste no desaparece de los cuerpos neuronales, pero su distribucion no parece estar
tan focalizada. Este tipo de correlaciones entre la distribucién neuronal y la distribucién en células
NG108-15 diferenciadas fue descrito por Beczkowska y colaboradores en 1997. En este trabajo
relacionan la expresion del receptor d-opiodes en las nuevas estructuras generadas por la
diferenciacion con la expresion de este receptor de forma principalmente presinaptica en el cerebro,
mientras que la expresion del receptor NMDA en los cuerpos neuronales de las células NG108-15
diferenciadas con la expresidon mayoritariamente post-sinaptica de este receptor en el SNC
(Beczkowska et al, 1997). La distribucion encontrada del receptor CB; de cannabinoides en la linea
celular hibrida de neuroblastoma de ratdn y glioma de rata NG108-15 diferenciada coincide con la
descrita para este receptor en cerebro, con expresion principalmente presindptica aunque también

post-sinaptica (Kofalvi et al., 2005).

La colocalizacion observada por inmunofluorescéncia entre los receptores A,» y CB; es una
primera condicidn para que estos receptores puedan interaccionar molecularmente. Esta interaccion
se confirmd por co-inmunoprecipitacion de ambos receptores a partir de muestras de estriado de

rata, lo que indica la existencia de un complejo heteromérico A;sR/CB;R en el estriado. La
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capacidad de interaccionar molecularmente se ha demostrado en células vivas mediante la técnica
de BRET. El tratamiento con agonistas, tanto de forma individual como conjunta, no provocd
cambios en la sefial de BRET, indicando que probablemente este heterdmero se forma en el
reticulo endoplasmatico (RE) y migra preformado hacia la membrana y, por tanto, no es modulable
por ligando, entendiendo la modulacién como cambios detectables en la sefial de BRET, es decir,

formacion o destruccion del heterémero.

La existencia de una interaccion molecular entre A;sR y CB;R tiene relevancia a nivel
funcional, tal como se pone de manifiesto al analizar los niveles de AMPc en la linea de
neuroblastoma humano SH-SY5Y en la que por PCR e inmunocitoquimica se ha demostrado la
expresion constitutiva de los receptores A, y CB;.

Estd descrito que el receptor A, esta acoplado a proteinas Ggor por lo que incrementa los
niveles de AMPc por estimulacion de la AC (Kull et a/, 1999), mientras que CB;R inhibe a esta
enzima por acoplamiento a Gy, (Bidaut-Russell et a/, 1990; Felder et a/, 1995; Hillard et a/., 1999).
De acuerdo con esto, el tratamiento con ACEA, agonista del receptor CB;, contrarresta el
incremento de AMPc inducido por forskolina, aunque este efecto deja de ser significativo en
presencia del antagonista de A,,R. Esto demuestra que en condiciones basales el CB;R estad
negativamente acoplado a la AC y sugiere que el acoplamiento de CB;R a la proteina Gy, requiere
de la previa o simultanea activacion del receptor A, probablemente por la adenosina enddgena.
Este tipo de neuroblastoma libera gran cantidad de adenosina al medio extracelular (Salim et al,
2000), lo que permitiria una activacion tonica de los receptores A, necesaria para esta funcion del
CB4R. De hecho, cuando los niveles de AMPc se determinan en células tratadas con ADA, enzima
que rapidamente metaboliza la adenosina liberada y por tanto previene la activacion tonica de AxuR,
la ACEA no es capaz de inhibir la produccion de AMPc inducida por forskolina. En cambio, el
incremento en los niveles de AMPc inducido tras el tratamiento con el agonista de AR en células
preincubadas con ADA es inhibido tanto por el tratamiento con el antagonista de este receptor
como por la activacion de CB;R por agonista. Siendo este efecto revertido por el tratamiento con el
antagonista de CB,R.

Estos resultados sugieren que en estas células la activacion de los receptores A,, es necesaria
para el acoplamiento de los receptores CB; a Gy,. En estudios reciente se describe que algunos de
los efectos bioquimicos de los agonistas de CB;R dependen de la funcién de A;aR, aunque se ha
sugerido que estos efectos pueden ser debidos a interacciones indirectas que implican a los
receptores de dopamina D, (Yao et al, 2003; Andersson et al., 2005). Sin embargo en esta Tesis
se observa una interdependencia a nivel de AMPc entre los receptores A,s y CB; en células de
neuroblastoma humano que no expresan D,R. En estas células, la estimulacion de CB;R solo

produce disminucién de los niveles de AMPc si el receptor A,s es simultaneamente co-activado, lo
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que indica que la activacion de AR en el heteromero A,AR/CB;R permite el acoplamiento efectivo
de CB;R a proteinas Gy,. Por otro lado, también esta descrito que la inactivacién génica de A;xR no
dafa la habilidad de los agonistas de cannabinoides de activar a proteinas Gy, (Soria et al., 2004).
De forma andloga, en células transfectadas Unicamente con CB;R se observa que este receptor se
acopla y activa a proteinas Gy, provocando una inhibicién de la acumulacién de AMPc inducida por
forskolina (Felder et al, 1996; Hillard et al, 1999). Teniendo en cuenta estos resultados y los
resultados obtenidos en esta Tesis se puede concluir que es en presencia de AR (cuando se forma
el heterdmero A,,R/CB;R) que la funcionalidad de CB;R depende de la activacion de A,sR. Esto no
descarta, sin embargo, que existan vias de sefalizacion del receptor CB; independientes de

proteina Gy, que no dependan del receptor Aza.

De acuerdo con la presencia del heteromero A;yR/CB:R en el estriado detectada por co-
inmunoprecipitacion, se ha observado que los antagonistas de AR reducen algunos efectos /in vivo
debidos a la activacion de CB;R. Esta generalmente aceptado que los ganglios basales constituyen
la principal area cerebral implicada en los efectos depresores motores de los agonistas de
cannabinoides (Gough and Olley, 1978; Safudo-Pefa et al, 1999; van der Stelt and Di Marzo,
2003). Sin embargo, no hay consenso sobre cual de las estructuras de los ganglios basales es la
principal implicada. Segun los resultados descritos en esta Tesis, el estriado juega un papel
importante en el efecto depresor motor inducido por cannabinoides, ya que la administracion
intraestriatal de agonistas del receptor CB; produce una depresidn motora que es contrarrestada
por antagonistas selectivos del receptor CB;. Si previamente a la administracion estriatal del
agonista de CB;R se administra un antagonista de A;AR, que por si mismo no altera la actividad
motora ni se une a CB4R, se observa una inhibicion de la depresion motora mediada por CB;R.

Estos resultados /n vivo se correlacionan con los resultados bioquimicos obtenidos utilizando
neuroblastomas, indicando que algunas de los efectos funcionales de los receptores CB; estriatales
dependen de la activacion de los receptores A,a. Recientemente se ha observado que el bloqueo
génico o farmacoldgico de los A,xR reduce significativamente, pero solo de forma parcial, los
efectos cataleptogénicos inducidos tras la administracién sistémica de un agonista de CB;R
(Andersson et al., 2005). Por otra parte, en ratones KO para AR se observa una alteracion de los
efectos de recompensa al tratamiento con THC (Soria et al., 2004). Esto sugiere que parte de los
efectos de recompensa de los cannabinoides pueden también ser dependientes del heteromero
estriatal A;aR/CB;R, aunque la principal diana anatdmica de estos efectos sigue siendo motivo de
debate.

Como se ha comentado ampliamente a lo largo de esta Tesis, existen nhumerosas evidencias

de la interaccién molecular y funcional entre los receptores A, de adenosina y D, de dopamina
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(Ferré et al, 1991; Kull et al, 1999; Hillion et al, 2002; Agnati et a/, 2003; Canals et al, 2003;
Ciruela et al, 2004). Por otro lado, en esta Tesis se ha demostrado que los receptores Ay, de
adenosina y CB; de cannabinoides pueden formar heterdmeros (Carriba et a/, 2007). Ademas, al
iniciarse esta Tesis se conocia la existencia de interacciones funcionales entre los receptores CB; de
cannabinoides y D, de dopamina (Glass and Felder, 1997; Jarrahian et al, 2004; Kearn et al,
2005) y se habia sugerido la heteromerizacion de estos receptores a partir de experimentos de
coinmunoprecipitacion en células cotransfectadas (Kearn et al,, 2005) y muy recientemente se ha
descrito mediante microscopia electronica que D,R y CB;R colocalizan en el nicleo accumbens
(Pickel et al., 2006). Considerando estos antecedentes, en el trabajo presentado en esta Tesis con
el titulo Detection of Heteromerization of More than Two Receptors by Sequential BRET-
FRET, nos planteamos demostrar, mediante técnicas biofisicas de determinacion de transferencia
de energia, la formacion de heterémeros CB;R/D,R e investigar la hipdtesis de que los receptores

A, D, y CB; puedan interaccionar molecularmente entre ellos formando heterotrimeros.

Las técnicas clasicas utilizadas para la investigacion de interacciones proteina-proteina, pese
a ser de un gran valor para determinar interacciones entre proteinas citosolicas, presenta
limitaciones cuando se analizan receptores de siete dominios transmembrana, debido al caracter
anfifilico de estas proteinas. Ha sido el desarrollo de técnicas biofisicas como el FRET y el BRET que
ha permitido demostrar la existencia de interacciones fisicas entre dos GPCRs en células vivas
(Angers et al., 2000; Bouvier, 2001; Agnati et al., 2003; Franco et al, 2003; Milligan et al., 2005;
Pfleger and Eidne, 2005, 2006; Pfleger et al., 2006). En esta Tesis, mediante la técnica de FRET se
ha podido demostrar que los receptores D, de dopamina y CB; de cannabinoides forman
heterémeros en células vivas y, lo que es mas interesante, que su capacidad de heteromerizar no
disminuye, sino que aumenta, cuando las células se cotransfectan con el receptor A, de adenosina
y no al cotransfectar una proteina irrelevante o al cotransfectar un mutante del receptor A;x que
carece de gran parte de su extremo C-terminal. Se sabe que la cola C-terminal del receptor de
adenosina A, tiene la peculiaridad de que no esta implicada en la formacion de homodimeros de
AR (Canals et al, 2004), pero si en la formacion del heterodimero con el receptor D, (Canals et
al, 2003). Esto explica el hecho de que el mutante de este receptor, el cual tiene deleccionada la
porcion C-terminal, no incremente la sefial de FRET entre la pareja D,R-GFP?/CB;R-YFP, a
diferencia de lo que ocurre con el receptor no mutado, puesto que no puede interaccionar con el
D,R (resultados no mostrados en esta Tesis). Ello demuestra que el receptor A,y es capaz de
interaccionar con el heteromero D,R/CB,R y que la presencia de A,sR provoca cambios
conformacionales en el heterémero D,R/CB;R que permite el acercamiento de los dominios C-
terminales de ambos receptores. Estos resultados sugieren la existencia de complejos de estos tres

receptores. Otros indicios de la existencia de complejos triméricos se obtienen al analizar las curvas
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de saturacion de BRET para el heteromero A;R/D,R. En este caso la cotransfeccion de CB;R
provoca la disminucién moderada del BRET .., probablemente por incremento en la distancia entre
los dos fluoroforos fusionados a la cola C-terminal de los receptores, e incrementa el BRETsy.
También es significativo el hecho de que en las curvas de saturacion de BRET para el heterdomero
AR/CBR, la cotransfeccion de D,R disminuye la sefial del BRETay, Y disminuye el BRETs,
indicando que es necesaria menos cantidad de CB;R para alcanzar el 50% de la sefal maxima de
BRET entre A;,R/CB;R. Estos resultados sugieren de nuevo la existencia de complejos de estos tres
receptores, ya que la presencia del tercer receptor altera los parametros de interaccion de la pareja

que se analiza por BRET.

Aunque los resultados comentados sugerian que estas tres proteinas interaccionan
fisicamente, no constituyen una evidencia clara e inequivoca de que estos tres receptores estan
interaccionando molecularmente. A dia de hoy, no se dispone de técnicas para la identificacion de
oligomeros de mas de dos proteinas localizadas en la membrana plasmatica, pese a ser esencial
para el entendimiento y la decodificacion de las propiedades de las redes moleculares que controlan
la comunicacién célula-célula. En esta Tesis se ha desarrollado una técnica basada en la
combinacién de BRET y FRET para determinar la existencia de oligomeros de receptores A,, de
adenosina, CB, de cannabinoides y D, de dopamina. La técnica de SRET (Seguentia/ BRET-FRET) se
basa en la adecuada combinacién de dadores y aceptores para BRET?> y FRET. En SRET, la
oxidacion del sustrato DeepBlueC por el enzima R/uc genera energia de una longitud de onda tal
que excita a la proteina fluorescente GFP? (en un proceso de transferencia de energia llamado
BRET?). Una vez la proteina GFP? es excitada, ésta emite a una longitud de onda que excita a la
proteina fluorescente YFP (en un proceso de transferencia de energia llamado FRET). Asi pues, la
oxidacion del DeepBlueC por la Rluc permite la transferencia de energia a la GFP?, y de ésta a la
YFP. Para que este proceso tenga lugar es necesaria la co-expresion de las tres proteinas
fusionadas, en este caso, A,R-R/uc, D,R-GFP? y CB;R-YFP vy, al igual que para otras técnicas de
transferencia de energia, el SRET sélo tiene lugar si entre las dos parejas R/ug/GFP? y GFP*/YFP la
distancia es menor a 10 nm.

Se ha determinado que la mejor relacion para SRET es aquella en la que la expresion de la
proteina aceptora Ultima (fusionada a YFP) es elevada, mientras que la expresion de la proteina
aceptora de BRET?/dadora de FRET (fusionada a GFP?) es lo suficientemente elevada como para
dar sefial de BRET? pero no tanto como para enmascarar la sefial obtenida en el canal de
deteccion de la YFP. Mediante la aproximacion de SRET se ha demostrado, por primera vez, la
existencia de complejos heteroméricos formados por los receptores A,n» de adenosina, D, de
dopamina y CB; de cannabinoides. En células cotransfectadas con las construcciones AaR-

RIug/D,R-GFP?/CB;R-YFP se obtiene una sefial de SRET positiva la cual no se observa si se
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cotransfectan las células con las proteinas fluorescentes sin estar fusionadas a los receptores o
cuando se cotransfectan con receptores distintos como D,R-R/uc/A:xR-GFP*/mGlusR-YFP.

Con total paralelismo a la técnica de BRET, la técnica de SRET permite llevar a cabo
experimentos de dosis-respuesta en los que para una concentracion fija A,R-Riucy D.R-GFP?, se
incrementa la concentracion de aceptor CB;R-YFP, dando lugar a una curva de saturacion que
permite obtener un valor de SRETsy y en la que en el SRET .« todo el dador esta unido al aceptor

no pudiendo incrementar mas la sefial, lo que es una evidencia de la especificidad de la interaccion.

Es importante sefialar que la técnica de SRET, tal y como se presenta en esta Tesis, tiene
limitaciones técnicas. Los aparatos comerciales disponibles hasta la fecha sélo permiten leer dos
longitudes de onda simultaneamente y los filtros comerciales usados, en concreto el de longitud de
onda larga, no permite discriminar entre las dos emisiones fluorescentes (emision de proteinas
fusionadas a GFP? e YFP) por lo que es necesario sustraer la emisidn correspondiente a GFP? en el
maximo de emision de la proteina fusionada a YFP. Este hecho se ha tenido en cuenta al
determinar la eficiencia de SRET, la cual se calcula restando un valor de SRET basal que es la sefial

obtenida cuando las células se cotransfectan Ginicamente con A,\R-R/ucy D.R-GFP.

Mediante la técnica de SRET se puede obtener informacion valiosa no sélo de la conectividad
sino también de la geometria entre las tres proteinas que interaccionan. La estrategia de
cotransfectar tres proteinas de fusién unidas a Riuc, GFP? e YFP, no solo permite detectar SRET,
demostrando una interaccion fisica entre ellas, si no también la posibilidad de determinar BRET!
para detectar la presencia 0 ausencia de interacciones entre los pares de receptores del complejo
heterémerico. Esta Ultima medida permite determinar su distribucion en el heterémero. Por
ejemplo, en el complejo heterémerico formado por los receptores A,aR-R/uc/D,R-GFP?/CB,R-YFP la
deteccién de la sefial de BRET® entre la pareja A,R-R/ug/CB;R-YFP en presencia de D,R-GFP? y de
la sefial de FRET entre la pareja D,R-GFP?/CB;R-YFP en presencia de A,R-R/uc sdlo es posible si la
distribucion de los tres receptores es de forma triangular. Ello es asi porque se puede establecer
una correlacion entre la eficiencia de FRET y la distancia a la que estan separados los fluoréforos
(Zimmermann et al, 2002); ademas, las distancias deben estar de acuerdo con los resultados de
modelado molecular de GPCRs considerando que los fluoroforos estan fusionados en el extremo C-
terminal de los receptores. Teniendo en cuenta todo esto, se ha determinado que la distancia entre
A2xR/D4R es de 6-6.5 nm (Canals et a/, 2003) y a partir de los resultados de FRET obtenidos en
esta Tesis se ha podido determinar que la distancia entre CB;R/D,R es de 5.5-6 nm. Si se considera
la rdpida disipacion de la energia transferida, una distribucion lineal de los tres receptores daria una

sefial positiva de SRET, pero menor o insignificante al analizar la sefial de BRET".
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Para el complejo heteromérico constituido por los receptores A;R/CB;R/D.R el SRETsy no
varia cuando las células cotransfectadas con los tres receptores se tratan durante 15 o 45 min con
agonistas de estos receptores tanto de forma individual como conjunta (dos a dos o los tres
agonistas juntos). Estos resultados indican que la activacién de los receptores implicados en la
formacion del hetero-oligdmero no afecta al estado de oligomerizacion y que muy probablemente
los heterémeros se forman en el reticulo endoplasmatico, después de la sintesis conjunta de las
proteinas. La ausencia de modulacién por agonistas del complejo heteromérico constituido por los
receptores A,AR/CB;R/D,R concuerda con que tampoco se modulen por agonistas los heterodimeros
de estos receptores. Asi, no se observan modulaciones destacables en el BRET.x 0 BRETs, entre la
pareja AaR-R/ug/CBiR-YFP al ser tratados con sus ligandos, tanto de forma individual como
conjunta y a diferentes tiempos (Carriba et a/, 2007). La estimulacidn con el agonista del receptor
A,y o del receptor D,, tanto de forma individual como conjunta, no provoca ningin cambio
importante en el BRET.x 0 BRETs, del heteromero A,R/D,R (Canals et al, 2003). Tampoco la
union de moduladores alostéricos al receptor D,, como la homocisteina (véase mas arriba). Sin
embargo, se ha descrito que el tratamiento con uno o ambos agonistas de estos receptores induce
la clusterizacion conjunta de los receptores implicados (Hillion et al., 2002). Esta reorganizacion de
los receptores a nivel de membrana no esta necesariamente en contradiccion con el hecho de que
el tratamiento con ligando no afecte el grado de dimerizacion, por lo que parece que la activacion
de los receptores por ligando induce la redistribucion de los heterodimeros en microdominios de
membrana. Por Ultimo, hemos observado que el tratamiento de células HEK-293 cotransfectadas
con D,R-GFP? y CB;R-YFP con agonistas de ambos receptores no modifica la eficiencia de FRET
entre D,R-GFP?/CB;R-YFP lo que indica, también en este caso, que los agonistas no modulan la
heteromerizacion entre ambos receptores. Estos resultados estan en contradiccion con los
publicados por Kearn y colaboradores en los que describen que los agonistas de estos receptores
incrementan la coinmunoprecipitacion de D,R y CB;R expresados en células HEK-293 deduciendo
que los agonistas modulan positivamente la heteromerizacion de ambos receptores (Kearn et al.,
2005). La discrepancia entre nuestros resultados y los de Kearn y colaboradores puede ser debida a
la técnica utilizada para determinar la heteromerizacion. Se ha de considerar que pueden
coinmunoprecipitar proteinas de membrana que estén prdximas en un mismo dominio de
membrana y con esta técnica no se puede descartar que el tratamiento con agonistas induzca la
clusterizacion de receptores o heterdmeros de receptores en microdominios de membrana lo que
incrementaria la eficacia de la coinmunoprecipitacion sin necesidad de que se produzca un mayor
grado de heteromerizacion. Al igual que para los receptores A, CB; y D, la ausencia de
modulacién por agonista ha sido descrita para otros dimeros (Rios et al, 2001; Issafras et al.,
2002; Terrillon et al, 2003). En experimentos de BRET cuidadosamente controlados se ha

observado que los receptores heteromerizan en el RE y que los dimeros que alcanzan la membrana
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no se ven afectados, en términos del grado de dimerizacion, por la activacion con sus respectivos
ligandos (Issafras et al., 2002; Jensen et al., 2002; Ramsay et al., 2002; Terrillon et al., 2003). Sin
embargo, la modulacion por ligando parece una propiedad intrinseca de cada tipo de receptor. Asi,
estudios de Patel y colaboradores con células CHO que expresan receptores de somatostatina
describen que los receptores son monoméricos en su estado basal y que la oligomerizacion solo
tiene lugar tras la activacion con agonista (Patel et al, 2002), y en concreto para el subtipo 5
(SSTRs) el ligando no sdlo induce homodimerizacién sino la formacién de oligomeros de orden
mayor (Kniazeff et al, 2002).

La heteromerizacién de los receptores A,s/D,/CB;, junto con su colocalizacion estriatal,
sugieren de forma clara que estos tres receptores forman parte de una red molecular en la
membrana plasmatica de las neuronas GABAérgicas encefalinérgicas. No obstante, la deteccién de
heterémeros no da ninguna informacion sobre las implicaciones funcionales de los mismos. En
general hay que considerar que la heteromerizacion entre GPCRs puede incrementar
considerablemente las posibles respuestas funcionales de estos receptores y, por tanto, los
heteromeros pueden constituir nuevas dianas importantes para el descubrimiento de nuevas drogas
terapéuticas (George et al., 2002; Maggio et al., 2005). La diversificacion farmacoldgica y funcional
se puede expandir en el complejo heteromerico formado por tres receptores por los mismos
simples eventos que se describen para los dimeros, es decir, si ocurren cambios en el perfil
farmacoldgico y cambios en la via de senalizacion y/o trafico de un receptor cuando el otro receptor
en el complejo es activado (Franco et al., 2003; Bockaert et al., 2003; Terrillon and Bouvier, 2004).
En este contexto un objetivo de esta Tesis ha sido investigar los cambios funcionales que pueden

estar asociados a la formacion del heteromero A;aR/D,R/CB4R.

En el trabajo Insight into the intramembrane and intracellular cross-talk between
adenosine Az, dopamine D, and cannabinoid CB; receptor in the heteromer complex
presentado en esta Tesis, se describen algunas caracteristicas farmacoldgicas y funcionales
asociadas a la heteromerizacion de estos tres receptores. La activacion de CB;R induce una
modulacion de las caracteristicas de union de los agonistas del receptor A,s provocando la aparicion
de cooperatividad negativa en la unidn de agonistas al receptor A, siendo este efecto
independiente de la especie y de la presencia o no del receptor D,, como se desprende de los
resultados obtenidos utilizando membranas de estriado de ratones wt o KO del receptor D,.
Andlogamente la presencia del agonista de CB;R provoca una pérdida de afinidad, tanto de alta
como de baja afinidad, del receptor D, por sus agonistas, la cual es independiente de la presencia o
ausencia del receptor A,s, puesto que se obtienen los mismos resultados con ratones wt o KO del

receptor Aa. Asi pues, la estimulacion por agonista de CB;R disminuye significativamente la
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afinidad por agonista del D,R y modifica la afinidad por agonista e induce cooperatividad negativa
de AR. Este tipo de interacciones entre diferentes receptores es un ejemplo de interacciones
receptor-receptor intramembrana, es decir, cross-talk en el plano horizontal de la membrana. Asi
pues, los cambios cinéticos en la union de radioligandos a un receptor, en este caso el AuR y el
D,R, provocados por la union de ligandos no radioactivos al otro receptor en el heterdmero, en este
caso el CB;R, observados utilizando preparados de membrana de tejido estriatal sélo es posible si
existe una interaccion molecular entre ellos, ya que en las preparaciones de membrana aisladas no
existe ninguna magquinaria celular que pueda producir un cross-talk indirecto (por ejemplo, un
cross-talk a nivel de segundos mensajeros). Asi pues, estos resultados son una clara evidencia de la
existencia de heterébmeros en membranas cerebrales, ya que solo pueden ser explicados si ambas

proteinas interaccionan molecularmente.

La existencia de una modulacion de los parametros de unidn de ligandos de los receptores
A,xR y DR por activacion del receptor CB;, sugiere que puede existir algun tipo de cross-talk
funcional entre estos tres receptores. Para investigar esta interaccion se analizo la activacion de la
via MAPK/ERK 1/2. Se escogi6 esta sefial porque esta descrito que los tres receptores incrementan
la fosforilacion de esta proteina (Canals et al, 2005; Kearn et al, 2005), a diferencia de lo que
ocurre con los niveles de AMPc. De hecho, AR esta acoplado a proteinas Ggof Yy por tanto
incrementa los niveles de este segundo mensajero, mientras que CB;R y D,R esta descrito estan
acoplados a proteinas Gy, y por tanto disminuyen los niveles de AMPc (Bidaut-Russell et al/., 1990;
Felder et al, 1995; Missale et al., 1998; Hillard et al, 1999). Ademas una complicacion adicional
para el estudio del cross-talk entre los tres receptores analizando este segundo mensajero es que
en ausencia de D,R la estimulacién de CB;R sélo produce disminucion de los niveles de AMPc si el
receptor A,, estd simultdneamente co-activado, lo que indica que la activacion de A,sR en el
heterémero A,,R/CB;R permite el acoplamiento efectivo de CB;R a proteinas Gy, (Carriba et al.,
2007) y, por otra parte, que se ha sugerido que el receptor CB; puede también acoplarse a
proteinas G bajo ciertas condiciones (Demuth and Molleman, 2006); por ejemplo se ha descrito
que cuando CB;R y D3R son coactivados simultdneamente tiene lugar un cambio de acoplamiento
de ambos receptores a proteina Gs (Glass and Felder, 1997; Jarrahian et a/, 2004; Kearn et al.,
2005), resultados que no hemos podido reproducir en nuestras condiciones experimentales. De
todo lo mencionado se extrae que el analisis de la sefial de AMPc podria llevar a resultados poco

claros, por lo que se analizd la activacion de la via MAPK/ERK 1/2.
La interaccidn funcional entre los receptores A, CB; y D, se analizd en la linea celular de

neuroblastoma humano SH-SY5Y establemente transfectadas con el D,R (SH-SY5Y+D,R) (Salim et
al., 2000). Esta linea celular expresa de forma constitutiva receptores A,, y CB; funcionales (Salim
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et al., 2000; Hillion et al., 2002; Klegeris et al., 2003; Carriba et al, 2007) y en ella se observa un
alto grado de colocalizacion entre los tres receptores. Los experimentos de tiempo-respuesta
activando cada receptor de forma individual muestran que la fosforilacion de ERK 1/2 mediada por
activacién de CB;R o de D,R da un maximo de sefial a los 5 min; en el caso del receptor A, el
maximo de fosforilacion se alcanza a los 10 min, por lo que el tiempo dptimo de estimulacion de los
tres receptores es a 7.5 min. La fosforilacion de ERK 1/2 mediada por activacion del receptor por
agonista sigue una curva dosis-respuesta en los tres casos, de acuerdo con las afinidades descritas
para estos tres receptores, siendo el receptor CB; el que muestra una fuerte desensibilizacion a
altas concentraciones de agonista. De acuerdo con que la fosforilacién de ERK 1/2 estd mediada
por los correspondientes receptores, en todos los casos la activacion inducida por agonistas es

antagonizada por los antagonistas especificos de estos receptores.

A nivel de la fosforilacion de ERK 1/2 existe un cross-talk negativo entre los receptores Ay y
D, puesto que los agonistas de AR inhiben de manera significativa la fosforilacion de ERK 1/2
inducida por activacion de D,R. Este cross-talk negativo esta de acuerdo con la interaccion descrita
entre estos dos receptores a nivel intramembrana, por la cual la estimulacion del AR disminuye la
afinidad del D,R para agonistas (Ferré et al., 1997; Agnati et al, 2003; Ferré et al., 2004). Por otro
lado, la co-estimulacion de CB;R y de AR induce una reduccion de la sefial de fosforilacion
respecto a cuando ambos receptores son estimulados individualmente demostrando también un
cross-talk negativo entre estos dos receptores. Este cross-talk negativo a nivel de la activacion de la
via de las MAPK contrasta con el descrito anteriormente a nivel de la produccion de AMPc; en este
Ultimo caso, la activacion de los receptores A,» e€s necesaria para que los agonistas de CB;R
disminuyan la produccion de AMPc (Carriba et al., 2007). Todo ello indica que la activacion de los
receptores A,, en el heteromero A,R/CB;R es necesaria para el acoplamiento de los receptores CB,
a Gy, pero no es necesaria para la activacién de ERK 1/2, por lo que probablemente esta ultima via
se active independientemente de la proteina G. Esto también podria explicar el por qué algunos
efectos /n vivo de la activacion de CB4R son sensibles a la presencia de A xR mientras que otros no.
Asi por ejemplo, recientemente hemos demostrado que el bloqueo de A,AR antagoniza la depresion
motriz inducida por la estimulacion intra-estriatal de agonistas de CB;R, mientras que Soria et al.
(2004) no encontraron una disminucion de los efectos depresores motrices inducidos por la
administracion sistémica de THC en ratones KO del A;uR, aunque si encontraron una disminucion de
los efectos reforzadores de cannabinoides. Se habia descrito que la toxina pertusis es capaz de
inhibir completamente la sefial de ERK 1/2 en células que sobreexpresan receptores CB,
(Bouaboula et al, 1995; Kearn et al., 2005) o D, (Luo et al, 1998; Kearn et al, 2005) de forma
individual, sugiriendo que la fosforilacion de ERK 1/2 mediada por estos dos receptores

individualmente es dependiente del acoplamiento a G;. Por el contrario los mismos autores
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observan que el tratamiento de células que coexpresan los dos receptores con la toxina pertusis da
lugar a una atenuacion de la sefal mediada por los agonistas de CB;R, mientras que elimina
completamente la sefial mediada por los agonistas del receptor D,. Lo que sugiere que la
fosforilacion de ERK 1/2 mediada por CBsR es parcialmente independiente del acoplamiento a
proteina G; en células en las que estos receptores puedan formar heterémeros con otros receptores
como D,R 0 AsuR. A estos resultados hay que afiadir que hemos detectado también un cross-talk
negativo entre los receptores CB; y D,. La co-estimulacion de los neuroblastomas con agonistas de
CB;R y DR produce una fosforilacion de ERK 1/2 menor que la sefial mediada por activacion del
D,R. Asi pues, tanto los receptores A,» como CB; ejercen una modulacién negativa importante
sobre el receptor D, a nivel de la sefalizacion de ERK 1/2. Es importante recalcar que nuestros
resultados demuestran que en los heterdmeros A,R/D,R/CB;R existe una clara disociacion en las
interacciones de los receptores a nivel de las sefalizaciones por adenilato ciclasa y ERK 1/2. El
ejemplo mas claro son las interacciones entre el AR y el D,R. La estimulacion del D,R inhibe
fuertemente la activacion de la adenilato ciclasa por el AR, mientras que la estimulacion del AR
inhibe la activacion de ERK 1/2 por el D,R (Ferré et al., 1997).

Los resultados comentados anteriormente muestran que existe una accién antagdnica en la
fosforilacion de ERK 1/2 entre A;aR y D,R, entre CB;R y A,uR y entre CBsR y D,R. Es de destacar
que la co-estimulacion de los neuroblastomas con los tres agonistas induce una fosforilacion de ERK
1/2 que sdlo representa una moderada disminucién de la obtenida tras la estimulacidn del receptor
D,y que la falta de modulacién negativa es antagonizada por los antagonistas de los A;\R y CB;R.
Estos resultados indican que hay un mecanismo compensatorio entre estos tres receptores. Cuando
los tres receptores son activados, el efecto antagdnico entre A,,R y CB;R predomina y, por tanto, la
fosforilacion mediada por activacion del receptor D, no se ve inhibida. Estos resultados constituyen
una clara evidencia de que las propiedades bioquimicas de los heterémeros A,sR/CB;R/D,R son
diferentes de los propiedades de los receptores individuales. En el heteromero, a través de los
receptores A, y CB;, la adenosina o los cannabinoides pueden inhibir fuertemente la sefal mediada
por la dopamina; sin embargo, cuando ambos neuromoduladores son liberados a la vez, a través de
un cross-talk negativo entre los tres receptores en el heterdmero, se evita la modulacion negativa

del receptor D, y su sefial predomina.

La demostracion de que los receptores A,» de adenosina, D, de dopamina y CB; de
cannabinoides forman complejos heteroméricos y de que esto altera los pardmetros cinéticos y
funcionales de cada uno de los receptores en el heterémero, puede tener una gran relevancia en
una gran variedad de desordenes neuroldgicos y psiquiatricos, tanto motores como de adiccion a

drogas, en los que se ha descrito participan tanto los receptores A,,, como D, y CB;. Los
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heterémeros se definen como complejos moleculares de diferentes receptores para el mismo o
diferentes neurotransmisores/neuromoduladores. Esta definicion es meramente morfoldgica, sin
implicaciones funcionales, aunque la heteromerizacion, como se ha demostrado en esta Tesis, tiene
también entidad funcional con diferentes propiedades bioquimicas respecto a los componentes
individuales del heterdmero (Terrillon and Bouvier, 2004). La formacidon de complejos
heteroméricos de receptores permite una regulacion mucho mas elaborada de la respuesta
neuronal tanto presindptica como postsinaptica en una zona concreta de una neurona concreta
como es la espina dendritica de la neurona GABAérgicas encefalinérgica estriatal, donde los tres
receptores colocalizan. El heterdmero induce senales distintas si es activado por un Unico agonista,
si es activado por la combinacion de dos o si es activado por la combinacion de los tres agonistas.
Este cambio de sefial dependiendo de la combinacion de neurotransmisores/neuromoduladores que
a él llegan confiere al heterémero el papel de procesador de una computacién ejercida por parte de
la neurona a nivel local (espina dendritica). Los resultados descritos permiten formular la siguiente
hipotesis que, obviamente, tendria que ser confirmada mediante experimentos efectuados en
animales /n vivo. A nivel de la espina dendritica la adenosina se forma como consecuencia de un
inptk glutamatérgico intenso (Ferré et al, 2005; 2007) y en el heterdmero AsR/D,R/CB;R
predomina la activacion del AysR, que tal como se ha demostrado en esta Tesis y de acuerdo con
resultados previos inhibe la sefializacion del D,R. En este caso la neurotransmision glutamatérgica
se acompaia de la potenciacion de la via de sefializacién de la adenilato ciclasa y una activacion
muy moderada de la via MAPK/ERK 1/2. Cuando se produce un fuerte /nput dopaminérgico
predomina la activacion del D,R, lo que se ha demostrado produce una liberacion de
endocannabinoides (Giuffrida et al, 1999; Centonze et al, 2004). En este caso, en el que la
transmision glutamatérgica estaria disminuida la coactivacién del D,R y CB;R produciria la inhibicién
de la via de la adenilato ciclasa (de acuerdo con nuestros resultados y con el hecho de que la
liberacién de dopamina en las neuronas GABAérgicas estriatopalidales esta asociada a la inhibicion
de este enzima (Lee et a/, 2002)) y una activacion muy moderada de la via MAPK/ERK 1/2.
Finalmente, cuando hay una fuerte transmision glutamatérgica y dopaminérgica a la vez, es decir
cuando la concentracion de adenosina, dopamina y endocannabinoides es alta, se produce una
fuerte activacion de ERK 1/2 mediada por D,R y unos niveles bajos de AMPc debido a que CB;R es
activo en presencia de adenosina. Es en este caso que la transmision glutamatérgica se
acompanaria de la activacion selectiva de la via de MAPK/ERK 1/2. En resumen, nuestros resultados
sugieren que el heterdmero A;sR/CB;R/D;R actlia como un procesador mediando las computaciones
neuronales necesarias para la integracion de las neurotransmisiones glutamatérgica y

dopaminérgica a nivel de las espinas dendriticas de la neurona GABAérgica encefalinérgica estriatal.

224



V. conclusiones

5. Conclusiones

Las conclusiones que se derivan de esta Tesis se enmarcan dentro del estudio de las
interacciones moleculares entre receptores de siete segmentos transmembrana acoplados a
proteinas G y concretamente entre receptores de adenosina, de dopamina y de cannabinoides.
Desde un punto de vista global, las conclusiones que se detallan a continuacion suponen un avance
en la caracterizacion de nuevos heterdmeros, en el establecimiento de sus caracteristicas

bioquimicas y en el estudio de moléculas que pueden modular su funcionalidad.

1. La homocisteina actia como molécula moduladora de los heterémeros entre receptores Ay
de adenosina y D, de dopamina puesto que, al interaccionar con un epitopo del receptor D, rico en
arginina, inhibe la internalizacion del complejo AxxR-D2R inducida por agonistas del receptor D.. La
homocisteina actia como modulador alostérico del receptor D, disminuyendo su afinidad por
agonistas pero no por antagonistas. Esta conclusion sugiere que la hiperhomocisteinemia, que se
ha descrito se produce al tratar pacientes de Parkinson con L-DOPA, podria contribuir a la pérdida
del efecto terapéutico de la L-DOPA debido a su accion como antagonista alostérico del receptor D,

de dopamina.

2. Existe una interaccion fisica y funcional entre los receptores A, de adenosina y CB; de
cannabinoides. Ambos receptores forman heteromeros en células vivas y colocalizan vy
coinmunoprecipitan en tejido estriatal de rata. De acuerdo con su capacidad de interaccionar, se ha
demostrado que la disminucion de la produccién de AMPc por activacion del receptor CB; en
modelos neuronales o los efectos depresores motores de agonistas del receptor CB; en ratas,
dependen de la activacion del receptor A,.. Se puede deducir que algunos de los efectos
provocados por los cannabinoides, como efectos motores, estan mediados por los heteromeros A;a-

CB; estriatales.

3. Los receptores D, de dopamina, ademas de formar heteromeros con los receptores A,, de
adenosina, pueden formar heteromeros con los receptores CB; de cannabinoides. De hecho, los
receptores CB;, D, y A,x forman un complejo heteromérico en células vivas con una disposicion
presumiblemente triangular. Este complejo se ha detectado mediante la técnica de transferencia
secuencial de energia de resonancia (SRET como abreviacién de secuencial BRET>-FRET) que se ha
disefiado y puesto a punto en esta Tesis. La técnica de SRET es adecuada para detectar complejos
constituidos por mas de dos receptores y combinada con BRET! da informacidn de la conectividad y

geometria de los componentes del heteromero. Esta técnica puede ser valiosa para entender la
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integracién de las sefales a nivel molecular, lo que es importante para conocer los mecanismos

subyacentes en alteraciones del SNC.

4. De acuerdo con su heteromerizacion, existe una interaccion intramembranal y funcional
entre los receptores CB; de cannabinoides, D, de dopamina y A;n de adenosina. A nivel de
membrana, la activacion de los receptores CB; por agonistas provoca la pérdida de afinidad del
receptor D, por sus agonistas e induce la aparicién de cooperatividad negativa en la unién de
agonistas al receptor A, en membranas estriatales aisladas. A nivel de sefializacion intracelular
(activacion de la MAPK ERK 1/2) la activacion por agonista de los receptores A;» o CB; inhibe la
sefializacion por activacion del receptor D,, pero dado que entre los receptores A,y y CB; también
se produce un cross-talk negativo en la fosforilacion de ERK 1/2, la co-estimulacion de los tres
receptores produce una senalizacion similar a la que produce el receptor D,, pudiéndose concluir
que existe un mecanismo compensatorio entre los tres receptores. De todo ello se deduce que
existe una respuesta diferencial a la activacién por agonistas cuando los receptores CB,, A;» y D, se
activan individualmente o cuando se co-activan con dos o con los tres agonistas. Mediante esta
propiedad bioguimica el heteromero puede actuar como un procesador en la computacion

efectuada por la neurona para modular la neurotransmision.
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