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I ntroduccion

|.1. Receptor es acoplados a proteinas G.

Los receptores acoplados a proteina G o0 de dete dominios transmembrana
(GPCRs o 7TMR) condituyen la mayor superfamilia de receptores de membrana
involucrados en la transduccion de una sefid extracdular d interior de la cdula En €
sar humano, se estima que drededor de 1000 miembros diferentes de esta superfamilia
responden directamente a una gran cantidad de ligandos enddgenos, cuya variedad y
diversdad es excepciond. Egtos ligandos incluyen, entre otros, aminas biogénicas,
péptidos, glicoproteinas, lipidos, nucledtidos e iones (Figura 1). Ademés, la percepcion

de estimulos exdgenos taes como laluz, @ olor y & gusto también estan mediados por

&) @ = s e
Light Ca** Odorants Small molecules Proteins

Pheromones - amino-acids, amines : IﬁH
* nucleotides, nucleosides - ESH
« prostaglandins, PAF : .
pephdes m_terleuklns
*» wingless

+ chemokines

(\_, N * a~latrotoxin
out (__)ﬂg_; q ]\_ es H2
LA Effector
. IRe ‘enzyme |
, | : | * channels |
UL |
m SYW Y —
“?‘5&
I3

Intracellular
messengers

G protein

Figura 1. Receptor acoplado a proteina G. Representacion esquemédtica de ur
receptor acoplado a proteina G prototipico, € amplio abanico de ligandos, la proteina G
alaque se encuentra acoplado y @ subsiguiente sistema efector.



I ntr oduccién

este tipo de receptores (Gether, 2000). Estos receptores de membrana controlan una
gran variedad de procesos fisoldgicos entre los que se pueden citar € metabolismo
cdular, la secrecion, la diferenciacion y crecimiento cdular, respuedtas inflamatorias e
inmune, asi como la neurotransmison. Se estima que més de la mitad de los farmacos
modernos estan dirigidos contra estos receptores (Flower, 1999). Por todo esto, los
receptores acoplados a proteina G representan dianas tergpéuticas muy importantes para
e desarrollo de nuevos famacos con agplicaciones potencides en précticamente todos
los campos de la medicina Muchos agentes tergpéuticos usados actualmente actlan
bien activando (agonistas) o blogueando (antagonistas) a receptores acoplados a
proteina G. Por gemplo, agonistas de los receptores b-adrenérgicos se utilizan para
tratar € asma, mientras que antagonistas de est0os MISMOS receptores s usan
habituamente para tratar la hipertensén o fdlos cardiacos (Bineei et d, 2003;
Schmedtje et d, 2003). Otro gemplo lo condituye € tratamiento de dergias y Ulceras
gastrointestinales donde se emplean antagonistas de |os receptores de hisamina H y H»
respectivamente (Arrang, 1994).

Los receptores acoplados a proteina G han recibido € nombre por su habilidad
de reclutar, interaccionar y regular la funcion de las proteinas G heterotriméricas,
condituidas por las subunidades a, byg La unidn de ligando d receptor promueve
cambios conformacionales en e receptor que se trangmiten a través de los Sete
dominios transmembrana permitiendo la interaccion con la proteina G asociada. La
proteina G inactiva tiene unida una molécula de GDP en la subunidad a, la cud es
subgtituida por otra de GTP d interaccionar con € receptor (Bourne et a., 1991). A
continuacion, la subunidad a unida a GTP (activa) se disocia dd dimero bg. De esta
forma, la proteina G activada, a través de la subunidad a-GTP, dd dimero bg o ambos,
modula diferentes rutas de transduccion de sefid (Figura 1), entre los que se encuentran
la activacion o la inhibicion de la adenilato ciclasa y la activacion de fosfolipasas, asi
como la regulacion de la actividad de candes de cdcio y de potaso (Hamm, 1998).
Ultimamente, también se ha descrito la activacion por proteinas G de sistemas efectores
que clésicamente se creflan Unicamente activados por receptores de factores de
crecimiento a través de la activacion de tirosina quinasas. Un gemplo caracteristico es
la activacion de las rutas de sefidizacion de las MAP (mitogen activated protein)
quinasas, entre las que se encuentran ERK (extracelular regulated kinase) y p38
(Crespo et a, 1995; Yamamoto et a, 1997). Por dtimo, la activacion de edtas rutes de



I ntroduccion

sefidizacion propias de los factores de crecimiento, también se puede dar a través de los
receptores acoplados a proteina G sn la intervencion de las propias proteinas G
(Lefkowitz, 1998; Luttrdl et d, 1999), un fendmeno que diversfica ain mas € campo
de accion de estos receptores.

|.1.1. Clasificacion estructural de los receptores acoplados a proteina G.

Los receptores acoplados a proteina G no comparten en general una gran
homologia de secuencia aminoacidica (olakowski, 1994; Probst et a, 1992). La Unica
caracteristica estructural comun a todos los receptores acoplados a proteina G es la
presencia de Sete hdlices a que atraviesan la membrana y que estan conectadas por tres
bucles intracdlulares y tres extracelulares, quedando € dominio N-termind orientado
haca d medio extracdular y d C-temind hacia d intrecdular (Figura 1). Los
receptores acoplados a proteina G se han clasificado segin diferentes sstemas. Uno de
los méas populares, € sstema de Kolakowski (Kolakowski, 1994), los clasfica en tres
familias en funcion de la homologia en su secuencia aminoecidica La primera familia
(familia A) incluye a los receptores relacionados con la rodopsina y los receptores b-
adrenérgicos Sendo étta la més numerosa de las tres (Figura 2). La homologia globa
entre los receptores de la familia A es bga y redringida a un nimero de resduos
dtamente consarvedos. En edta familia, € ligando es normadmente reconocido en una
cavidad formada por los dominios transmembrana aunque para adguna subfamilia,
activadas por pequefios péptidos, € reconocimiento se produce a nivel de los bucles
extracdulares y del dominio N-termind. El Unico resduo que esté conservado en todos
los receptores de la familia A es la aginina presente en d motivo Asp-Arg-Tyr (DRY)
en la region C-termind dd tercer segmento transmembrana. Este motivo se cree que
puede desempefiar un papel importante en la activacion de la proteina G (Fraser e d,
1988). La segunda familia (familia B) contiene a los receptores relacionados con €
receptor de glucagon e incluye aproximadamente 20 diferentes receptores para una
variedad de hormonas peptidicas y neuropéptidos tdes como la cdcitonina o €
glucagon (Figura 2). Estos péptidos son reconocidos por € relaivamente extenso
dominio N-termina que presentan los receptores de esta familia. Por dltimo, la tercera
familia (familia C) incluye a los receptores reacionados con los receptores
metabotropicos de glutamato y en ela se encuentran los receptores metabotropico de
glutamato, los receptores sensibles a calcio y los receptores de GABA (Figura 2). Esta

familia s caacteiza por tener unos dominios C-temind y N-temind

5



I ntr oduccién

excepciondmente largos. El dominio N-terminal de estos receptores presenta una bga
pero significativa homologia con las proteinas PBPs bacterianas Periplasmatic binding

proteins) encargadas del transporte de moléculas taes como péptidos, aminoacidos,
azucares o0 iones. En esta familia de receptores acoplados a proteina G este dominio N-

termind esd que esdinvolucrado en launidn del ligando.

Familia A

La rodopsina v los receptores [3-adrenérgicos
Receptores de aminas biogénicas (serotonina,
dopamina, histamina...)

Receptores de adenosina, canabinoides...
Receptores de opiodes, vasopresina,
somatostatina...

Familia B

Receptores de calcitonina
Receptores de glucagon
Receptores de VIP y PACAP

Famitia C

Receptores metabotropicos de glutamato
Receptores metabotropicos de GABA
Receptores de calcio

Figura 2. Las tres principales familias de receptores acoplados a proteina G.
Representacion esquemética de un miembro prototipico para cada familia Se muestran
varios de los residuos més conservados (letra negra dentro de circulo blanco) y dos
cisteinas caracteristicas que se supone conectarian los bucles extracelulares 2 y 3
mediante un puente disulfuro (letra blanca en circulo negro). Para la familia A también
* representa una tercera cigeina en @ dominio C-termind que para la mayoria de

miembros de eta familia aparece pamitoilada.



I ntroduccion

Mas recientemente, Fredriksson et d. (2003) han propuesto un nuevo sistema de
clasficacion para los receptores acoplados a proteina G segin su relacion filogenética
Egse sstema se conoce como GRAFS, por las iniciaes de los cinco principales grupos
gue lo componen (Glutamate, Rhodopsin, Adhesidn, Frizzledtaste?2 and Secretin). Las

figuras 3 y 4 muestran como quedan distribuidos | os diferentes receptores acoplados a
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Figura 3.Relacion filogenética entre los receptores acoplados a proteina G. La
familia de la rodopsina no se incluye en eda figura para mayor claridad de la misma y
se representa con una flecha. Esta familia aparece representada en la Figura 4.

proteina G en edta nueva dadficacion. En ambas figuras se puede gpreciar la enorme
diversdad que acanza eda superfamilia de proteinas de membrana y da a entender
gran papel que juegan en la fisologia de cudquier organismo. Como Ultimo punto
interesante de este gran esfuerzo de clasificacion de los receptores acoplados a proteina
G, los autores de este nuevo sistema defienden la teoria de que los receptores acoplados
a proteina G surgieron a partir de un Unico predecesor comun, que evoluciono a traves

de duplicaciones génicas, evolucionando desde lamayor smplicidad en cuanto asus
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origenes a la enorme complgidad que muedtra la superfamilia de estos receptores en la
actudidad.

|.1.2. Actividad congtitutiva de | os receptores acoplados a proteina G.

La activacion de un receptor acoplado a proteina G se explica como un cambio
de conformacion que sufre d receptor una vez une € ligando agonista, pasando de un
edado inactivo a uno activo, exisiendo un equilibrio entre ambos estados. La actividad
conditutiva que presentan estos receptores representa una isomerizacion del receptor a
edado activo en ausencia de ligando (Sefet and Wenzd-Seifert, 2002). Como
consecuencia de este cambio en € equilibrio conformaciona del receptor, se promueve
e interccambio GDP-GTP en las proteinas G acopladas d receptor, aumentando la
actividad basd de dicha proteina G y de los subsguientes sstemas efectores. Edta
actividad conditutiva es inhibida por la accion de los compuestos conocidos como
agonistas inversos, que actuan sobre € receptor de manera que edtabilizan € estado
inactivo y por lo tanto minimizan @ intercambio GDP-GTP. Estos compuestos actuarian
de forma opuesta a los agonistas, los cuales estabilizan & receptor en la forma activa 'y
por lo tanto inducen su sefidizacion. De esta manera, e ha propuesto la existencia de
multiples conformaciones de los receptores con didtintas actividades bioldgicas (Seifert
and Wenzd- Seifert, 2002). Estas conformaciones estarian estabilizadas por diferentes

o g z
B = g i ST
g 'E & el | — =agonista
g g 5 = Gt
3 5 ER- g £X
= g g 5, o x 2% L T
= = E ol H E = goniska parcia
= & = g & eE
= ] E i = = = 30- - ¥
& = - = anlagonisin
| L] %
o
E = T *agonista parcial inverso
s
= s * agonista inverso
R = — R B e e e e
- -0 % -8 -7 -6 -5
= Ligando (log M)

Figura 5. Activacion de los receptores acoplados a proteina G segiin € modelo de
dos estados. A : El modelo de dos estados asume que € receptor isomeriza desde un
estado inactivo R a uno activo R*. Los diferentes tipos de ligando de un receptor
clasficados desde los que consiguen una mayor actividad del receptor, los agonistas,
hesta los que consiguen inhibir completamente la funciondidad de receptor, los
agonidas inversos. B : La actividad condtitutiva de los receptores acoplados a proteina
G da lugar a una cierta actividad basd de la proteina G y dd sstema efector asociado a
dicho receptor. Los agonistas incrementan esta actividad, los antagonistas no tienen

ninguin efecto sobre la actividad basd y 10s agonistas inversos consgiguen disminuirla.
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tipos de compuestos, sendo la més favorable para la sefidizacion del receptor agudla
estabilizada por un agonista seguidas por los agonistas parciales, que serian compuestos
con una menor eficiencia para edtabilizar ad receptor en la conformacion més activa y
por lo tanto promueven un menor intercambio GDP-GTP. A continuacion aparecerian
los antagonistas neutros 0 Smplemente antagonistas que no dterarian € equilibrio entre
la forma activa y la inactiva, pero con la capacidad de bloguear € efecto de los
agonisas y de los agonigas inversos. Por dltimo, edtarian los agonigtas inversos
parcides y los agonistas inversos, que serian capaces de etabilizar a receptor en su
edado inactivo, en un menor y mayor grado respectivamente, reduciendo la actividad
basa o condtitutiva del receptor (Figura5).

| .2. Receptores acoplados a proteina G en € Sistema Nervioso Central

Los receptores acoplados a proteina G que responden a sefides enddgenas se
encuentran digtribuidos en una gran variedad de tgidos, a diferencia de los receptores
que reciben sefides de origen externo o receptores sensorides, los cuades normamente
presentan una distribucion més locdizada en los drganos sensorides (Vasslatis et d.,
2003). La mayoria de los receptores que responden a las sefides enddgenas se expresan
en multiples tgjidos y a su vez, edos teidos expresan multitud de diferentes receptores.
El ssema nervioso central es uno de los tgidos donde se expresa un devado nimero de
estos receptores acoplados a proteina G (més de un 90% de los receptores acoplados a
proteina G se expresan en d cerebro, normamente en cuatro o cinco diferentes regiones
anatdmicas), estando la expresion de agunos de dlos completamente restringida a este
tgido. Dentro del cerebro, € mayor nimero de receptores se encuentra en €
hipotdlamo, una regién del cerebro con una gran complgidad celular. La combinacion
de técnicas de RT-PCR e hibridacion in situ en diferentes regiones del cerebro
demostraron que la expresdon de estos receptores acoplados a proteina G muestran
patrones diferencides, 10 que sugiere la combinacién de varios de estos receptores en la
regulacion de diferentes procesos fisiolégicos.

Un gemplo de esta locdizacion preferencid de una combinacion de receptores
acoplados a proteina G lo encontramos para los receptores Aoa de adenosina, D, de
dopamina y metabotrépico de glutamato mGlub. La locdizacion de estos receptores en
las espinas dendriticas de neuronas GABAérgicas edtriatopaiaddes juega un pgpd muy
importante en la modulacion de la funciondidad de estas neuronas. El estudio de las

asociaciones entre receptores acoplados a proteina G en determinados dominios de
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neuronas abre nuevas expectativas en € disefio raciond de terapias para @ tratamiento

de desordenes neurosiquidtricos y la adiccion a drogas de abuso.

|.2.1. Receptores de adenosina

La adenosina es un importante neuromodulador implicado en una gran variedad
de actividades cerebrales. Ha ddo involucrada en procesos tanto normaes como

patofisiol &gicos, particularmente aguellos relacionados con € suefio y con episodios de

Figura 6. Secuencia primaria y estructura propuesta para los receptores de
adenosina humanos. Los aminoacidos conservados para los cuatro subtipos clonados
se indica en circulos negros. También se muestran los centros de posible N-glicoslacior
(T )y adlacion (+).

hipoxialisquemia y epilepsa (Dunwiddie and Masino, 2001). La adenosina es secretada
por la mayoria de cdulas dd Ssema nervioso centrd o de cerebro, incluyendo
neuronas y cdulas glides, y modula la actividad dd sstema nervioso centra actuando
presngpticamente, postSngpticamente y/o extrasngpticamente. La adenosna lleva a
cabo sus funciones a través de la interaccion con diferentes receptores de membrana
acoplados a proteina G, clasificados en cuatro subtipos, los receptores Aq, Aoa, Ass Y As
(Figura 6). A parte de actuar sobre las cdulas nerviosas directamente, la activacion de

los receptores de adenosina también influencia de manera indirecta la accion de otros
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neurotransmisores, actuando por tanto como neuromodulador. El receptor A; de

adenosinaes € mas abundante en € cerebro y esté principa mente acoplado a proteinas

Tabla 1. Receptores de adenosina en € cerebro

Afimidad por
Recepior  la adenasing  Proteina G Mecanismo de transdoccion  Accones fisioldgicas Distribucion

A ~T0 ni Gy Gy Inhibe adenilato ciclasa Inhibe transmisidn General
Inhibe canales de ealcio sindptica
Activa PLC Hiperpolariza
Nenreas
A, ~150 nM G,y Gy Activa adenilato ciclasa Facilita Ia liberacion Estriado
Inhibe canales de ealcio neurstransmisores Tubérculo
olfactorio
Mudeo
acumbens
Asp ~5100 nM G, Activa adenilato ciclasa Incrementa cAMP en  General
Activa PLC cortes de cerebro
Modula canales de calcio
Ay ~HE00 nh Gy Gy Inhibhe adenilato ciclasa Desacopla receptores  General
Incrementa [ealeio); Ay ymGlu
Activa PLC

PLC : fodolipssa C;, mGlu : metabotropico de glutamato; cAMP : adenosine
monofosfato ciclica; [cacio]i : concentracion de cacio intracdular

G dd tipo Gj (Freissmuth et d, 1991, Munshi et d, 1991). La etimulacion de estos
receptores inhibe la adenilato ciclasa (Londos et d., 1980), inhibe candes de Ca*
(Macdonald et a, 1986), estimula canales de K (Trussdl and Jackson, 1985) y activa la
fosfalipasa C (PLC), aumentando los niveles de 1,4,5-trifosfato de inogtol (IPs) y de
diacilgliceral (DAG) en d interior cdular (Gerwins and Fredholm, 1992). El receptor
Ao de adenosina se expresa abundantemente en € estriado (Ferre et a, 1997), donde se
locdiza principdmente pogsngpticamente en neuronas gabaérgicas estriatopdiadaes
(Hettinger et d, 2001). La estimulacion de este receptor esta clésicamente asociada a la
activacion de la adenilato ciclasa a través de proteinas del tipo GIGyis (Kull et a, 1999,
Kull et d, 2000), con d condguiente aumento de los nivdes de AMP ciclico
intracdular, 1o que a su vez etimula a la proteina quinasa dependiente de AMP ciclico,
0 proteina quinasa A (PKA), regulando de edta manera € estado de fodforilacion de

varios subgtratos intracelulares. El receptor Az de adenosina se acopla positivamente a
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la adenilato ciclasa a través de proteinas Gs aumentando los niveles de AMP ciclico
intracelulares. Este receptor también se acopla a proteinas G activando la fosfolipasa C
(PLC) y produciendo un aumento de los niveles de Ca#* intracelular dependiente de IP;
(Feoktistov and Biaggioni, 1995). Por lo que respecta d receptor Az de adenosing, a
través de la interaccion con proteinas Gi y Gq es capaz de inhibir la activided de la
adenilato cicdasa y activar la PLC produciendo & condguiente aumento en la
concentracion de IP; y Ca&* intracdlular (Plmer et d, 1995; Abbracchio et d, 1995:;
Zhou et al, 1992).

|.2.2. Receptores de glutamato

El glutamato es d principd neurotransmisor en d Ssema nervioso centra Y
lleva a cabo sus funciones a través de dos tipos diferentes de receptores, |os receptores
ionotropicos de glutamato y |os receptores metabotrdpicos de glutamato.

Los receptores ionotrOpicos de glutamato son candes idnicos permesbles a
cationes, aunque la permeshilidad relativa a Na o Ca?* depende de la familia y de las
subunidades que componen € receptor en cada caso. Los receptores estan formados por
cuatro o cinco subunidades especificas para cada uno de los tres subgrupos de que se
componen estos receptores. Los receptores ionotropicos de glutamato se clasifican en
tres tipos atendiendo a criterios farmacolgicos. Los receptores AMPA, que responden a
a -amino- 3- hidroxi-4- metil- 4-isoxazol epropionato (AMPA) y provocan
fundamentalmente |la entrada de iones Na™ d interior cdlular, aunque, en agunos casos,
también pueden aumentar la conductancia de Ca*. Los receptores KA tienen como
agoniga principal @ kainato (KA) y su estimulacion provoca la entrada de Na d
interior celular (Brorson et a, 1992). Findmente, los receptores NMDA, llamados asi
porque responden a N-mdil-D-aspatato (NMDA), provocan € aumento de la
permesbilidad de la membrana a iones N&" y, en menor grado, a iones C&* (Flatman et
al, 1983; Pumain et d, 1986).

Los receptores metabotrépicos de glutamato se identificaron en la segunda mitad
de los aflos 80 como receptores acoplados a la fosfolipasa C Sadeczek et al, 1985;
Nicoletti et d, 1986; Sugiyama e a,1987), pero no fue hasta principios de la sguiente
década que € primer receptor metabotrépico de glutamato fue clonado Houamed et d,
1991; Masu et a, 1991), llegdndose a clonar un total de ocho receptores metabotrépico
de glutamato. Estos receptores se clasifican en tres grupos basandose en la homologia
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de su secuencia, farmacologia y mecanismo de transduccion (Tabla 2) (Conn and Rin,
1997; Hermans and Challiss, 2001; Pin et d, 2003).

Tabla 2. Receptor es metabotr opicos de glutamato

GRUPO | GRUPO I GRUPO |11
Miembros MGIUR1,MGIURS MGIUR2,MGIUR3 MGIUR4,MGIURG
MGIUR7 MGIURS
Proteina G Gq Gio Gio
acoplada
Efectores 1T1P; JAMPC JAMPc
acoplados aK* gcat oK*
oK* aca?t
Agonistas (9-3,5-DHPG (2R4R)-APCD L-AP4
t-ADA DCG-IV
Quiscudico
Antagonistas (9)-4C-PG MCCG MPPG

AMPc : adenosina monofosfato ciclica; IP3 :  inodtol 1,4,5-trifosfato . Abreviaturas de
los agonigtas y antagonistas de los receptores mGlu grupo I: (9)-3,5-DHPG, (S)-3,5-
dihidroxifenilglicing ~ t-ADA, tans-azetidina-2,4-dicarboxilato;  (9)-4C-PG, (9)-4-
carboxifenilglicana
El grupo | de receptores metabotrépico de glutamato etéd formado por los
subtipos mGlul (Figura 7) y mGlu5. Ambos se acoplan a la proteina G y por lo tanto
activan la fodolipasa C y generan aumentos de cacio intracdular, aunque también se
pueden acoplar a proteinas Gs y Gio (Pin et d., 2003). Estos receptores se encuentran
fundamentdmente en d dgema nevioso centra, presentando  principdmente  una
locdizacion en un anillo que rodea la denddad postsingptica, 1o que se denomina una
localizacion perisingptica (Baude et d, 1993; Lujan et a, 1996). EStos receptores juegan
un paped muy importante en la regulacion de la trangmisidén sndptica mediada por d
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glutamato y edan involucrados en fendmenos de plagicidad taes como procesos de

long-term potentiation y long-term depression (Conquet et a, 1994; Lu et a, 1997).
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Figura 7. Secuencia aminoacidica y estructura propuesta para € receptor
metabotrdpico de glutamato la. E gran dominio N-termind extracdular forma €
lugar de union dd glutamato. El segundo y tercer bucle intracdular y la region mée
proximd a la membrana dd dominio C-termind congtituyen d lugar de reconocimiento
de la proteina G, mientras que € dominio C-termind condituye € lugar de anclge de
proteinas intracel ulares (Hermans and Challis, 2001).

El grupo Il de receptores metabotrépicos de glutamato lo componen los
receptores mGlu2 y mGlu3. Ambos se acoplan a la proteina G y por lo tanto inhiben la
actividad de la adenilato ciclasa y varios candes de cdcio. Estos receptores se
encuentran locdizados principdmente en d Ssema nervioso centrd tanto pre- como
postsngpticamente en Singpsis glutamatérgicas y GABAérgicas.

Los receptores mGlu4, mGlu6, mGlu7 y mGlu8 condituyen € grupo 1ll de
receptores metabotropicos de glutamato. Se acoplan a proteinas G, € inhiben la
actividad de la adenilato ciclasa, pero su principa accién en neuronas condste en la

inhibicion de candes de cacio y la regulacion de candes de potaso. Mayoritariamente
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ede grupo de receptores metabotrépicos de glutamato presentan una localizacion

presingptica.

|.2.3. Receptores de dopamina

La dopamina es uno de los neurotransmisores més importantes en d sSstema
nervioso centra y media su accidn a través de cinco receptores de dopamina (D1-s5R).
Estos receptores se expresan por todo € sstema nervioso central y juegan un papel muy
importante en la regulacion de funciones tales como la actividad motora, € aprendizaje
y la memoria o la motivacion (Missde et d, 1998). Los receptores de dopamina se
dividen en dos subgrupos en funcion de criterios bioquimicos y farmacologicos (Tabla
3). Los receptores O y Ds forman @ primer subgrupo O:-like) y activan principamente
proteinas Gyoir, estimulando por tanto la adenilato ciclasa. Los receptores b, Ds y Dy
conforman € segundo subgrupo  de  receptores  de dopamina

A DR DR P z :

2
ﬁﬂmﬂ

Figura 8. Representacién esguemética de la estructura de los receptores de
dopamina. En la imagen s muedra la principd diferencia edructurd que se agprecie
entre los dos principales subgrupos de receptores de dopamina. Los receptores del tipo
D1-like presentan un C-termind més largo que los D2-like, mientras que estos Ultimos
tienen d tercer bucle intracelular més extenso que os primeros.

(D2-like) y se acoplan principamente a proteinas Gy, y por lo tanto inhiben la activided
de la adenilato ciclasa (Nicola et a, 2000). Los dos subgrupos de receptores presentan
unas peculiaridades estructurdes (Figura 8). Los receptores D1-like contienen un
dominio C-termind unas Sete veces mas extenso que los D2-like, mientras que estos
Ultimos presentan un tercer bucle intracdular muy largo, una caracteritica smilar para
muchos receptores acoplados a proteinas G y que inhiben la adenilato cicdlasa (Missale
et a, 1998).
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Tabla 3. Receptores de dopamina

Familia D;-like Familia D,-like

Subtipo D, Ds D, Ds D,
Proteina G Gss Gss Giiro Giiro Giiro
acoplada
Efectores 1P, ? TK* TP, {Intrc.
acoplados TPKA Jca ©Intrc.

1P
Agonistas SKF38393 SKF38393 Quinpirole Bromoacriptina
selectivos Fenoldopam
Antagonistas  SCH 23390 SCH 23390 Haloperidol Clozapina
Selectivos Farmacos

Antipsicéticos

PKA, proteinaquinasaA; Intrc, intercambiador Na'/K™; IPs, inositol 1,4,5-trifosfato.
SKF-38393, hidorbromuro de (+)- 1-fenil-2,3,4,5- tetrahidro- (1H)- 3-benzacepina- 7,8-
diol; SCH 23390, hidrocloruro de (R)-(+)- 7-cloro-8- hidorxi- 3- metil- 1-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro- 1H- 3-benzacepina.

El receptor D; es d més aundante y méas ampliamente digribuido de los
receptores dopaminérgicos, encontrandose expresado en regiones tales como € estriado,
e nlcleo accumbens, @ tubérculo olfactorio o € hipotdamo, mientras que € otro
receptor Di-like, @ receptor Ds presenta una distribucion més restringida a regiones
tales como € hipocampo o € tdamo. Los receptores D1 y Ds se han locdizado tanto
presindptica como postsingpticamente. Por |0 que respecta ad segundo subgrupo de
receptores de dopamina D-»-like), & receptor D> se encuentra principamente expresado
en d edriado, d tubérculo olfactorio y € nlcleo acumbens, donde s locdiza en
neuronas de tipo GABAGérgicas. Este receptor se suele encontrar tanto presinptica
como podsngpticamente en una misma Snapds. El receptor D3 presenta una

digtribucion especifica en regiones limbicas del ndceo acumbens donde se expresa
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postsngpticamente en neuronas de sustancia P y neurotensina. Por dltimo, € receptor
D, s expresa abundantemente en € cortex fronta, amigdala, hipocampo e hipotdamo.
En € cdrtex e hipocampo este receptor se ha descrito en neuronas piramidades y no-
piramida es identificadas como interneuronas GABAégicas (Missale et d, 1998).

| .3. Oligomerizacion de los receptor es acoplados a proteina G

Lgos quedan ya los tiempos cuando se consideraban a los receptores acoplados
a proteina G como unidades independientes y con una estequiometria 1:1 respecto a su
proteina G. Seguiin han ido pasando los afios, se ha conseguido una mejor descripcion de
la oligomerizacion de los receptores acoplados a proteina G. En un principio, a
mediados de los afios 70, dgunas evidencias farmacoldgicas indirectas empezaron a
hacer pensar a los investigadores en la posbilidad de que los receptores acoplados a
proteina G pudieran actuar como dimeros. Las complgas curvas de unién, tanto de
agonistas como de antagonistas de receptores acoplados a proteina G, se interpretaron
como evidencias de una cooperdtividad negativa o podtiva que se podia explicar
mediante interacciones entre lugares de union de los receptores en complgos diméricos
0 multiméricos (Limbird et d, 1975; Wreggett and Wells, 1995).

A pesar de estas evidencias, la idea de que los receptores acoplados a proteina G
pudieran dimerizar no gand adeptos hasta la década de los 90, cuando estudios de
complementacion y de coimmunoprecipitacion volvieron a regbrir la cuestion de la
oligomerizacion. En uno de estos estudios, Maggio e d, (1993) utilizaron quimeras de
los receptores aj-adrenergicos y M3 muscarinicos compuestos 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 ninguna
union de ligandos o sefidizacion, pero cuando ambas eran cotransfectadas se recuperaba
la union y la sefidizacion tanto para ligandos adrenérgicos como muscarinicos. De igud
manera, otros experimentos de tipo biogquimico también gpoyaban la idea de la
oligomerizacion de los receptores acoplados a proteina G. Una edrategia de
coimmunoprecipitacion usando receptores  b,-adrenérgicos marcados con  diferentes
epitopos proporciond evidencia biogquimica directa de la formacion de homodimeros
(Hebert et a, 1996). Cuando receptores b,-adrenérgicos marcados con los epitopos Myc
y HA se coexpressban y se immunoprecipitaba con un anticuerpo contra € epitopo
Myc, se detectaba immunoreactividad para € epitopo HA en los immunoprecipitados,
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lo que se tom6 como evidencia de una interaccion intermolecular entre los dos tipos de
receptores diferentemente marcados. Aproximaciones smilares de
coimmunoprecipitacion también han Sdo usadas para demodrar la dimerizacion de
receptores tales como los GABAg (White et d, 1998) , mGIu5 (Romano et a, 1996) o d-
opiodes (Jordan and Devi, 1999), entre otros.

Aunque bagtante convincentes, las coimmunoprecipiteciones y los andisis por
western-blot requieren de la solubilizacion del receptor, 10 que no permite descartar que
los dimeros observados puedan ser artefactos debidos a la solubilizacion. La utilizacion
de nuevas técnicas basadas en la transferencia de energia por resonancia luminica han
permitido € estudio de la oligomerizacion de los receptores acoplados a proteina G en
cdulas vivas. Se han utilizado proteinas de fusidén de estos receptores y proteinas
bioluminiscentes (por gemplo la luciferasa) y/o fluorescentes (por gemplo proteinas de
la familia de la GFP), en experimentos de FRET (fluorescence resonance energy
transfer) y de BRET (bioluminescence resonance energy transfer) para demostrar la
exisencia de homodimeros de los receptor bo-adrenérgico (Angers et a, 2000) y d-
opiodes (McVey e a, 2001) entre otros. También se ha redizado una aproximacion
smilar para @ estudio de heterdmeros de receptores acoplados a proteina G, como por
gemplo entre los receptores de somatostatina SSTRoa Yy SSTRig (Rocheville e A,
2000a), los receptores de somatostatina SSTRig y 1os D, de dopamina (Rocheville et d,
2000Db) y los receptores Ay de adenosinay D, de dopamina (Canals et a, 2003a).

[.3.1. Implicaciones funciondes de la oligomerizacion de los receptores

acoplados a proteina G

Uno de los casos donde la oligomerizacidn entre receptores acoplados a proteina
G es excepciondmente importante lo condituye los receptores metabotropicos GABAB,
donde la heteromerizacion es necesaria para que e receptor aparezca en la membrana
plasmética y sea funciond. Cuando se expresa individudmente la isoforma GBR1 dd
receptor, ésta queda retenida intracdularmente en d reticulo endoplasmético. Por €
contrario, cuando es la isoforma GBR2 la que se expresa, éta s que llega a la
membrana plasméica pero no puede unir GABA ni iniciar la transduccion de la sefid.
Cuando ambos receptores se coexpresan, las dos proteinas acanzan la superficie cdular
y forman € receptor funciona (White et a, 1998). Edas evidencias, junto d hecho de
gue un mutante de la isoforma GBR1 con cgpacidad de dcanzar la membrana
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plasmética tampoco es por 9§ solo cgpaz de iniciar la transduccidon de sefid, sefidan a
dimero como la unidad funciond.

Otro gemplo, indicativo de la importancia que la oligomerizacion puede
presentar en la funcionalidad de los receptores acoplados a proteina G, es la observacion
de que un péptido disefiado a partir de la region propuesta como la interfase de la
interaccion para los receptores bo-adrenérgicos consigue inhibir tanto la dimerizacion
como la activacion de la adenilato ciclasa por € receptor (Hebert et d, 1996). Estos
resultados indican que d dimero es la especie activa del receptor, aunque tampoco se
puede descatar la poshilidad de que € péptido esté modificando interacciones
intramoleculares dentro del mondmero que provocarian la fdta de funciondidad, sendo
la pérdida de la unidad dimérica més una consecuencia que no una causa de la no
sefializacion por parte del receptor.

La formacidén de heterodimeros puede dar lugar a la aparicion de complgjos de
receptores con diferentes capacidades de unir ligando y de sefidizar respecto a las
unidades individudes que lo conforman. Por gemplo, los receptores k- y d-opiodes
forman complgos heterodiméricos que practicamente no muestran afinidad por los
ligandos selectivos de los receptores k- y d-opiodes por separado, pero si que muestran
una dta afinidad por los ligandos parcidmente sdectivos de los mismos (Jordan and
Devi, 1999). De la misma manera, los heterodimeros de receptores m y d-opiodes
también presentan propiedades funcionales propias acopldndose de manera diferente a
proteinas G (George et a, 2000). De forma smilar, también cabe mencionar la
capacidad de los ligandos de un componente del heterdmero de afectar la sefidizacion
del otro receptor. Un gemplo de esta transactivacion entre receptores [0 encontramos en
los heterdmeros formados por |os receptores An de adenosina 'y Dy de dopaminag, pues
ligandos del receptor de dopamina condguen la desenshilizacion heterdloga  de
receptor de adenosina (Hillion et d, 2002).

1.3.2. Moddos de dimerizacion

A la hora de explicar € fendmeno de la dimerizacion de los receptores acoplados

a proteina G se pueden condderar dos poshbilidedes, la primera es que la interaccion
entre estos sea de forma directa, implicando un contacto entre ambos, y la segunda es
gue la interaccion sea indirecta, implicando la intervencidén de una tercera proteina que

hiciese de puente.
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Por lo que s refiere a interacciones directas entre receptores, la gran
complgidad edtructura que existe en esta superfamilia no permite pensar en un Unico
mecanismo de dimerizacion. De edta manera, para los receptores GABAg se ha descrito
una interaccion directa entre dominios coiled-coil locdizedos en los extremos C-
termind de los mismos y que estén involucrados en la heterodimerizacion de las dos
isoformas (White et a, 1998). Sin embargo, estudios de mutagénesis han revelado que
9 bien d dominio coiled-coil es importante para la funciondidad del receptor no lo es
tanto en la formacion del heterodimero, ya que la deleccion de este dominio no consigue
eiminar la formacion de mismo (Margeta-Mitrovic et d, 2000). Otro eiemplo donde €
dominio C-temind dd receptor ha ddo descrito como fundamentd paa la
homodimerizacion del receptor lo congtituye € receptor d-opiode, ya que 4
deleccionarse los Ultimos 15 aminoacidos del receptor se pierde la capacidad de formar
dimeros (Cveic and Devi, 1997).

En la familia C de receptores acoplados a proteina G € gran dominio N-termind
extracelular contiene varios resduos de cisteina que pueden contribuir a la dimerizacion
mediante puentes disulfuro (Romano et a, 1996; Romano e al, 2001; Robbins et d,
1999). As, £ ha demodtrado que la diminacion de este dominio previene la
dimerizacion de receptor metabotropico de glutamato mGlul. Por otro lado, la
mutacion ddl resduo de cigeina Cysl40 indica que este resduo participa en la
dimerizacion pero que no es € Unico punto de contacto (Tsuji e a, 2000; Ray and
Hauschild, 2000). De igud manera, s¢ ha descrito la disociacion del homodimero
mediante agentes reductores para los receptores k- y d-opiodes o los receptores D de
dopaming, entre otros (Cvegic and Devi, 1997; Jordan and Devi, 1999; Lee et d, 2000).
De manera interesante, la disociacion del dimero a tratar con agentes reductores no se
detecta por igua para todos los receptores (Lee et al, 2000), ni se consgue siempre
disociar completamente € dimero incluso en los casos que € receptor es sensible a
tratamiento.

Por dltimo, la dimerizacion directa entre receptores acoplados a proteina G
puede estar mediada por interacciones idnicas o0 hidrofbicas entre los dominios
extracedlulares, intracdlulares o transmembrana dd receptor. Se ha demosrado la
interaccion idnica entre péptidos que contienen respectivamente dos 0 més cargas
positivas adyacentes (por gemplo, RR 0 RKR) y dos 0 més cargas negativas (por
gemplo, DD o EE) o grupos fosfato (Woods and Huestis, 2001; Woods et d, 2002). La

idea de que las interacciones hidrofobicas podrian tener un pape rdevante en la
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formacion de los dimeros se propuso por primera vez para € receptor b,-adrenérgico.
Mediante € uso de péptidos sntéticos y mutagénesis dirigida se propuso que residuos
concretos de glicina y de leucina Stuados en @ sexto dominio transmembrana del
receptor estaban involucrados en su dimerizacion (Hebert et a, 1996). Estudios

computacionales llevaron a Goulson et d (2000) a proponer dos modelos dternativos

A Domain swapping model B Empaquetamiento lateral

Figura 9. Modelos tridimensionales de dimerizacion de receptores acoplados a
proteina G. A : domain swapping model en & cud cada unidad funciond dd dimero
eda compuesta de los cinco primeros segmentos transmembrana de uno de los
polipéptidos y los dos Ultimos de segundo polipéptido. B: empaguetamiento laterd er
el cud cada polipéptido forma una unidad completa que entra en contacto con € otro
polipéptido a través de los segmentos transmembrana 5 y 6. Los circulos rojos
representan los dominios transmembrana de uno de los receptores que forman €
dimero y los circulos azules representan los dominios transmembrana del otro receptor.
13 : tercer bucle intracdlular.

que explicarian la dimerizacion de los receptores acoplados a proteina G. En ambos
modelos los dominios transmembrana cinco y sais edtarian involucrados en € contacto
o intefase de la dimerizacion. El primero se conoce como domain swapping model
(Figura 9A) y considera que las hélices 1-2-3-4-5 por un lado y 67 por otro congtituyen
dominios independientes. Asi, S ambos dominios por separado de un mismo leceptor se
coexpresan conjuntamente se recupera @ receptor funcional (Scarcelli et d, 2000). Por
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otro lado, la coexpresion de quimeras que contienen las regiones transmembranas 1-2-3-
4-5 dd receptor ajc-adrenérgico y 6-7 del receptor m3 muscarinico, 0 viceversa,
resultaba en la reconditucion de la union para ambos ligandos, mientras que cuando las
congtrucciones se expresaban por separado se perdia la habilidad de unir cuaquier
ligando (Maggio e a, 1993). El segundo modelo consdera sn embargo, que d dimero
se formaria por empaguetamiento latera de mondmeros individuaes (Figura 9B), donde
los dominios cinco y sdis de cada mondmero formarian la interfase de interaccion. Este
seriad caso parad receptor V2 de vasopresina (Schulz et a, 2000).

En d caso de interacciones indirectas entre los receptores acoplados a proteina G
hace fata la mediacion de terceras proteinas. Los dominios intracdlulares de estos
receptores se unen a un gran nimero de proteinas citosdlicas, dgunas de las cudes, por
sus caracteridicas intrinsecas, han sido propuestas como posibles candidatas a participar
en la dimerizacion de los receptores con los que interaccionan. Muchas de edtas
proteinas se conocen como scaffolds o scaffolding proteins, ya que proporcionan una
estructura complgia en la cua diversos receptores pueden interaccionar entre ellos y con
otras proteinas involucradas en su transduccion de sefid, controlando la velocidad y la
epecificidad de dicha sefidizacion. En € dguiente agpatado se abordan  agunos
g emplos de estas estructuras.

| .4. Scaffolding proteins en la or ganizacion de comple os de sefializacion

Las interacciones proteina-proteina son la base de la formacidn de complgos
macromoleculares responsables de todas las estructuras celulares. Por 1o tanto no es de
extrafiar que los dominios responsables de dichas interacciones, taes como los SH2
(Scr-homology 2), SH3 o PDZ (postsynaptic-density-95/Discs-large/Z01), se hayan
conservado a lo largo de la evolucion. Las scaffolding proteins o scaffolds que
contienen estos dominios gparecen actudmente como organizadoras de complgos
multiproteicos en diversos compartimentos celulares como por gemplo las densdades
postsangpticas neurondes. En un mismo scaffold se agrupan varias combinaciones de
dominios de interaccién proteina-proteina, proporcionando un soporte especifico que
permite € ensamblge de complgos multiméricos concretos para cada necesidad
edructurd o funciond (Huber, 2001). Estas proteinas estan involucradas principamente
en la organizacion de edtructuras supramoleculares en las cuaes se incluyen todo tipo
de receptores, proteinas involucradas en la transduccidn de sefid e incluso proteinas

citoesquel éticas (Hering and Sheng, 2001).
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|.4.1. b-arrestinas

A pesar de su diversidad, la mayoria de receptores acoplados a proteina G estan
regulados por un mismo mecanismo de desenshilizacion (Freedman and Lefkowitz,
1996), un proceso que se caracteriza por la pérdida en la capacidad de sefidizar tras una
sostenida exposicion a ligando. Este proceso e lleva a cabo en dos etapas consecutivas.

1. Desensibilizacion )
" _ Vesicula

/ \ Interna]mauﬁn

Vesiculas

Eeciclaje rapido

W:’

acido

Degradaciin o LN m / \
o @

3. Reciclaje y down-regulacion Reciclaje lento? Degradacion

Figura 10. b-arrestinas en la desengbilizacidn, internalizacion vy traficc
intracelular de los receptores acoplados a proteina G. La desensbilizacion de
receptores acoplados a proteina G (1) es € resultado de la union de las b-arrestinas (o-
ar) a receptor ocupado por € agonista (H) después de haber sido fosforilado por las
GRKs. Edta union impide estéricamente la interaccion del receptor con las proteinas C
y por lo tanto findiza la sefidizacion mediada por los Sstemas efectores (E). A
continuacion se produce la union de los componentes de la maguinaria de le
interndizacion dependiente de daring, dinamina (dyn), b2-adaptin (AP-2) y NSF,
produciéndose € secuestro o interndizacion del receptor (2). Los receptores pueder
permanecer un mayor (clase B) o menor (clase A) tiempo asociados a las arrestines,
antes de que se produzca su desfosforilacion mediante fosfatasas especificas (PP2A) y
puedan reciclar a la membrana plasmédica o ser dirigidos a lisosomas para s
degradacion (3).

En una primera etapa, € receptor se fosforila por la accion de quinasas dependientes de
segundos mensgjeros, PKA y PKC, o por las GRKs (G-protein-coupled receptor
kinases) que especificamente fodforilan a receptor unido d ligando. En una segunda
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etapa, las arredtinas, proteinas que se unen de manera especifica a los receptores una vez
fodforilados, previenen su acoplamiento a las proteinas G (Figura 10). Ademés de
impedir & acoplamiento entre receptor y proteina G, las arestinas también juegan un
paped muy importante en la interndizacion de muchos receptores acoplados a proteina
G, actuando como adaptadores que median la unién del receptor a los componentes de
la maquinaria endocitica dependiente de clatrina (Perry and Lefkowitz, 2002). Después
de paticipar en la interndizacion 0 secuestro del receptor, las arestinas también
desempefian un pape en d trafico postendocitico del receptor, tanto en su down-
regulacion como en su resenghilizacion. En este punto los receptores se pueden
dadficar en funcion de la edabilidad de su unién con la b-aretina que media su
interndizacion. Los receptores de la clase A s disocian de las arredtinas durante
proceso de interndizacion antes de llegar a los endosomas, a continuacion se
desfodforilan y pueden reciclarse hacia la membrana plasmdica o bien degradarse
conllevando a su down-regulacion. Los receptores de la clase B, por € contrario,
presentan una asociacion més estable con las arredtinas, llegando a permanecer durante
largos periodos en los endosomas antes de producirse su reciclge (Figura 10) (Lutrell
and Lefkowitz, 2002).

Recientemente, se cree que las aredinas desempefian un pape en la
sefidizacion cdular que va més dla dd smple desacoplamiento entre receptor 'y
proteina G. El hecho de que las aredtinas puedan interaccionar directamente con
tirosna quinasas de la familia de las Src y con componentes de la cascada de MAP
quinasas (Perry and Lefkowitz, 2002), sugiere que las arrestinas pueden funcionar como
adaptadores o scaffolds reclutando proteinas involucradas en la sefidizacion de un
determinado receptor (Figura 11). De esta manera, se ha demostrado la capacidad de
diferentes tipos de receptores acoplados a proteina G de reclutar componentes de las
cascadas de la INK o ERK, incluyendo las quinasas més relevantes de la cascada, como
pueden ser INK3, Raf-1, MEK1 o ERK1/2. Estos complejos pueden permanecer unidos
induso durante la interndizacion dd receptor, presentando diferentes locdizaciones
subcelulares, presumiblemente en los endosomas hacia donde € receptor es conducido
en su proceso de interndizacion y por lo tanto aproximando a las quinasas a sus
posibles sustratos citosdlicos. En este sentido, las arrestinas actlan como scaffolds
permitiendo d receptor regular la actividad y la digtribucion de dichas quinasas en d
interior cedular, o que puede tener unas implicaciones funciondes muy importantes.

Muchos receptores acoplados a proteina G emplean smultdneamente diferentes
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mecanismos para la activacion de MAP quinasas (Pierce et d, 2001). El crosstalk entre
algunos de estos receptores y los receptores de EGF (Endothelial Growth Factor)
conduce a la activacion y trandocacion d nucleo de ERK1/2 y por lo tanto a actividad
proliferativa; por & contrario, la activacion de ERK1/2 dependiente de arrettina
conlleva una activacion predominantemente citosdlica de la quinesa sn resultados
mitogénicos (DeFea et a, 2000a). Este no es un fendmeno del todo generdizable ya que

Q p Vesicula
i de clatrina

Vesicula
endosomal

' Otras

Cuinasas?

Substratos

BBE =P .\ olicos?

Figura 11. Papel de las b-arrestinas en la activacion y localizacion de MAP
quinasas. La union de las aredinas a los receptores ocupados por agonista
desencadena la formacion de un complgo de MAP quinasas (Raf-1, MEK y ERK1/2)
con la subsguiente activacion de las ERK1/2 unidas a b-aredtinas, |0 que puede
conducir a la fosforilacion de sudtratos citosdlicos de estas quinasas o puede llevar a la
activacion transcripcional a través de otras quinasas dependientes de la activacion de

ERKL/2.

por gemplo, € receptor NK1R (neurokinin 1 receptor) d activarse incrementa de
manera robusta tanto los niveles citosdlicos como nucleares de las quinasass ERK1/2

actives resultando en efectos mitogénicos y anti-gpoptéticos, mientras que un mutante
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de receptor incapaz de reclutar a las aredtinas presenta una gran disminucion de la
activacion de ERK1/2 en d nlcleo y por lo tanto sn efectos proliferativos o de
supervivenciacdular (DefFea et a, 2000b).

1.4.2. Lipid raftsy caveolas

Los lipid rafts son microdominios de membrana que contienen dtas
concentraciones de colesterol y de esfingolipidos, condituyendo regiones de membrana
con una dta ordenacion y resigentes a la extraccion con detergentes no-ionicos. Se
adan como una fraccion ligera de membrana o de bga densdad por ultracentrifugacion
(Pike, 2003; Couet et a, 2001). Las caveolas son pequefias invaginaciones de la
membrana (de 50 a 100 nm de didmetro) que se consideran un subtipo de lipid raft.
Edas invaginaciones de la membrana s mantienen edructurd 'y morfolOgicamente
gracias a una familia de proteinas, las cavedlines, de las cudes deriva € nombre de las
caveolas (Figura 12) (Kurzchaiaand Parton, 1999).

ey
4 Gliceesfmgelipido
Esfingmmielina P

Colesterol ol e BT ER
Fosfolipide o e
h\ Caveslina
“ Ouinaca de la funilia sy
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e Lisosoma

Eeticulo

Figura 12. Lipid rafts y caveolas. Representacion de los diferentes dominios de
membrana enriquecidos en colesterol y edfingolipidos, haciendo especiad énfasis en le
diferencia edtructurd de las caveolas respecto a los lipids rafts debido a su
recubrimiento por caveolina. También se muestra su formecidon a nivd dd Golgi y U

reciclge entre la membrana plasméticay estructuras intracelulares como |os endosomas.
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Exigen diferentes microdominios en la membrana plaandica que, aunque
comparten propiedades similares entre si como su ata concentracion lipidica y por lo
tanto su bga denddad, se pueden diferenciar tanto por su composicién proteica como
por agunas de sus propiedades fisicas. La utilizacion de detergentes en la separacion de
estos tipos de microdominios de resto de componentes cedulares ha permitido €
adamiento de diferentes lipid rafts segin d detergente utilizado (Roper et d, 2000;
Madore et a, 1999). De igud forma mediante técnicas de microscopia s ha
demostrado la exigtencia de diferentes tipos de lipid rafts. Asi, las proteinas fosfatasa
dcdina y prominina fueron aidadas en fracciones ligeras de membrana caracteristica de
los lipid rafts, sn embargo, por immunofluorescencia se pudo comprobar que estas
proteinas presentaban una immunolocaizacion diferencid en la supefice cdular
(Roper et a, 2000). Estas proteinas asociadas con los lipid rafts pasan a ser insolubles
en detergentes no-idnicos cuando llegan ad Golgi tras ser Sintetizadas, pues es en ete
paso cuando se forman los microdominios enriquecidos en colesteral y esfingolipidos
(Harder and Smons, 1997).

En los rafts se locdizan especificamente una gran variedad de proteinas. Entre
dlas etén las proteinas unides a GPI (glicosifosfatidilinogitol), proteinas G, quinasas
de la familia scr, MAP quinasas (Simons and Ikonen 1997, Harder and Simons 1997),
receptores ionotropicos (Suzuki et a, 2001) o receptores acoplados a proteina G (Rybin
et a, 2000). Dado @ gran nimero de proteinas involucradas en la transduccion de sefid
que se encuentran presentes en los lipid rafts, estos microdominios se pueden consderar
como plataformas donde tanto receptores como sus sistemas efectores pueden confluir o
encontrarse de manera répida y eficiente facilitando su interaccion y por consiguiente la
sefidizacion. Se cree que la epecificidad de la sefidizacion también se puede regular
restringiendo la localizacion de los receptores a unos subtipos concretos de lipid rafts
con componentes de sefidizacion especificos (Pike et d, 2003). Proteinas intrinsecas a
los lipid rafts también gercen un control sobre diferentes rutas de sefidizacion de
manera directa, Sendo € gemplo més claro @ de la caveoling, la proteina que forma €
entramado de las caveolas y que tiene un pape regulador de la funcion de diversas
proteinas de sefidizacion que se locdizan en las caveolas (Okamoto et al., 1998).

La locdizacion de los receptores acoplados a proteina G en los lipid rafts y/o
caveolas parece estar en adgunos casos regulada por la accion de agonistas. Por gemplo,

para los receptor bo-adrenérgico y A de adenosina @ tratamiento con agonista causa su
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trandocacion fuera de los lipid rafts (Rybin et d, 2000; Ladey et a, 2000). Por €
contrario, € receptor de angiotensina Il tipo 1 (Ishizaka et a, 1998) o los receptores
muscarinico (Feron et a, 1997) se tradocan a los lipid rafts tras ser tratados con
ligandos agonistas. Sin embargo, existen casos e los cudes d agonista no causa efecto
en la locdizacion del receptor (Chun et d, 1994). Estos cambios en la locaizacion de
receptores promovidos por agonistas podrian regular la interaccion de los receptores con
sus correspondientes proteinas G y Sstemas efectores, que como se ha mencionado
anteriormente, estan enriquecidos en estos compartimentos. Ademés, también pueden
edar involucrados en la desenshilizacion e interndizacion de dichos receptores,
findizando su transduccion de sefid. Estos procesos de endocitosis mediados por lipid
rafts o caveolas se caracterizan por dependencia de colesterol y estén facilitados por la
disrupcion dd citoesqueleto de actina (Nabi and Le, 2003).

Una de las proteinas mas estudiadas que forma parte de los microdominios de
membrana enriquecidos en colesterol y edfingolipidos es la caveolina Las caveolinas
fueron descubiertas a principios de la década de los 90 como marcadores bioquimicos
de las caveolas. Son proteinas integrales de membrana con pesos moleculares e entre
18 y 24 kDa que sogtienen edtructuramente a las caveolas formando un entramado
molecular (Rothberg et al, 1992). Al descubrimiento de la primera caveolina (ahora
llamada caveolina-1a) le dguieron la caracterizacion de una isoforma més corta, la
caveolina-1b (Scherer et d, 1995) y luego d clonge y secuenciacion de dos nuevas
caveolinas, la cavedlina-2 y la caveolina-3 (Figura 13, A) (Scherer et d, 1996; Tang et
a, 1996; Way and Parton, 1996). EI RNA mensgero que codifica para la caveolina-1
tiene dos posibles inicios de traduccion que producen las isoformas 1a y 1b, edta Ultima
no contiene los 32 aminoécidos inicides (Scherer e a, 1995). Para la caveolina-2
también s han encontrado mlitiples isoformas (Scherer et d, 1997). Dos inicios de
traduccion dternativos en d RNA mensgero de la caveolina-2 dan lugar a la formacion
de la cavedlina-2a y la cavedliina-2b, una isoforma que no tiene los 14 primercs
aminoacidos. Se ha descrito otra isoforma de la caveolina-2, denominada caveolina-2g,
de la que no se conocen los mecanismos de generacion (Gdbiati et d, 1998). Mas
recientemente, Kogo e d (2002) han identificado un nuevo splice variant de RNA
mensgero de la caveolina-2 que codificaba para una isoforma que no contiene €
dominio C-termind. La cavedlina-1 y la cavedlina-2 son muy ubicuas y se expresan

normamente juntas en d mismo tgido, mientras que la caveolina-3 et presente en
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todos los tipo de cdulas musculares (Okamoto et a, 1998). Aungue a principio se creia
gue era una isoforma especifica muscular, la caveolina-3 también se ha encontrado en
otras cdlulas, como por gemplo en astrocitos (Nishiyama e d, 1999). Tanto la
cavedlina-1 como la caveolina-3 son capaces de formar caveolas, mientras que la
cavedlina-2 es incapaz de formar dichas estructuras por si sola Edta Ultima cuando se
expresa individuamente en células de cultivo queda retenida en € Golgi y precisa de la
coexpreson de la caveolina-1 para dcanzar la membrana plasmética y formar parte de
las caveolas (Mora et a, 1999; Parolini et a., 1999; Li et a., 1998).

A . o N—l S —— — C_ITS
Caveolina-1 p N3z m e C1T7R
o MN-1 B C-163
g 1 MN-14 C-163
Caveolina-2 N . : o9
ACT N-1 I . (114
Caveolina-3 MN-1 e C-151

CsD C

Dominio de oligomerizacion

N

Figura 13. Cladficacion y estructura de las caveolinas. A: Representacior
equemética de los diferentes productos proteicos de caveolina descritos hasta €
momento. En los extremos se marcan € primer amino&cido N-termind y d ditimo C-
termina. B: Diagrama representativo de la topologia propuesta para la caveolina-1a. Se
representa € caveolin-scaffolding domain (CSD) y @ dominio de oligomerizacior
presentes en € dominio N-termind y tres dtios de padmitoilacion en d dominio C-
termind. MP. membrana plasmética.

Recientemente, una serie de publicaciones han determinado la presencia de las
caveolinas en unas edructuras intracdlulares denominadas lipid droplets (Fujimoto et d,
2001; Osermeyer et d, 2001; Pol et d, 2001). Estas edtructuras estén formadas
principamente por ésteres de colesterol y grasas neutras rodeadas por una monocapa
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lipidica Aunque no se sabe con mucha certeza @ papel que desempefian las caveolinas
en estas estructuras, se ha propuesto un papel regulador dd transporte y la homeostasis
lipidicosintracelular (van Meer, 2001; Pol et a, 2003).

Morfol6gicamente, la caveolina presenta un dominio hidrofébico centrd que la
ancla en la membrana plasmética, dejando tanto los extremos N- y C-termind encarados
hacia @ citosol (Figura 13, B). En la pate amino termina, exisen dos dominios que son
los responsables de la mayoria de las funciones adscritas a esta proteina El primero se
conoce como dominio de oligomerizacion y comprende los aminoacidos 61-101 (para la
caveolina-1); este dominio estd involucrado en la formacién de complejos oligoméricos
entre diferentes mondmeros de caveoling, pudiéndose formar tanto homomeros de
cavedlina-1 asi como heterdmeros con la caveolina-2, 1o que hace que ésta Ultima
cambie su locdizacion subcdular dd Golgi a la membrana plasmética donde colocdiza
con la caveolina-1 (Sargiacomo et al, 1995; Mora et al, 1999). El segundo se conoce
como caveolin scaffolding domain (CSD) y comprende los aminoécidos 82-101 de la
caveolina-1. Este dominio esta implicado en la interaccion de la caveolina con otras
proteinas (Couet et a, 2001). También se ha descrito que regiones del dominio C-
terminad de la caveolina estan involucradas en la interaccion con otras proteinas (Razani
and Lisanti, 1999). Se han descrito una serie de secuencias consenso de interaccion con
el CSD, FXF XXXXF y FXXXXF XXF donde F es un aminoacido aromético (Trp,
Phe o Tyr) y X un aminoé&cido cuaquiera (Couet et d, 1997). Findmente, tanto la
caveolina-1 como la caveolina-3, pero no la cavedlina-2, se pamitoilan en tres residuos
de cigena en la region C-termind de la proteina (Figura 13, B) (Stan, 2002). Estas
modificaciones lipidicas no son necesarias para la locdizacion de la proteina en las
caveolas, Sn embargo son fundamentales para la capacidad de unir colesterol por parte
de la cavedlina y su adecuado trangporte a la superficie cdular (Uittenbogaard and
Smart, 2000).

|.4.3. Proteinas citoesquel éticas

Las cdulas animdes esdan sostenidas estructuramente por los microfilamentos
de ating, los microttbulos y los filamentos intermedios, cuya funcion no es solo
proporcionar una estructura solida que permita a la cdula mantener su morfologia, sino
gue también proporcionan lugares de anclge para todo tipo de moléculas. Varios
receptores de neurotransmisores, tanto metabotropicos como ionotrépicos, interaccionan

con proteinas ddl citoesqueleto.
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Los receptores D, y D3 de dopamina (Li e d, 2000; Lin et d, 2001), los
receptores metabotropicos de glutamaio mGlu4, mGIu5, mGlu7 y mGIu8 (Enz, 2002)
asi como d receptor sensble a cacio CaR (Hjdm et d, 2001) interaccionan con la
proteina filamina A, una proteina de union a actina de ato peso molecular que actla
organizando los filamentos de actina entramandolos entre si. El extremo N-termind de
la filamina contiene € domino de unidn a acting, seguido de 24 segmentos repetitivos,
e Ultimo de los cudes le permite su homodimerizacion (Figura 14A) (an der Hier and
Sonnenberg, 2001). Se cree que la interaccion de los receptores con esta proteina
favorece la locdizacion y edtabilizacion de los mismos en la membrana plasmética (Lin
et a, 2001).

Figura 14. Proteinas de union a actina. Representacion esquemética de los dimeros
de filamina (A) y de a-actinina (B) entrdazando filamentos de actina y de su funciér
tanto en d anclge de receptores de membrana d citoesqueleto de actina comc
aproximando a este a sus proteinas efectoras.

Igudmente, € hecho de que la filamina A una un gran nimero de proteinas
involucradas en la transduccion de sefid, como por gemplo varias GTPasas de la
superfamilia de Ras, las MAP quinasas ERK 1/2 (Marti et d, 1997) o d activador de la
quinasa activada por estrés SEK-1 (van der Flier and Sonnenberg, 2001), sugiere que la

edtructura de la filamina A puede servir como una plataforma donde los receptores de
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membrana pueden contactar con proteinas reguladoras o efectoras e iniciar una
determinada sefidizacion.

También se ha descrito que otra proteina de unidn a acting, la a-actining,
interacciona con receptores de membrana, entre ellos podemos destacar los receptores
ionotropicos de ATP P2X7 (Kim et a, 2001) y los receptores de NMDA (Hanley et 4d,
1999). Hay cuatro genes que codifican para cuatro diferentes isoformas de a-actining,
dos isoformas no musculares, a-actinina-1y -4 y dos isoformas musculares, a-actinina-
2 y —3. La a-actinina presenta en su extremo N-terminad dos dominios CH (calponin
homology) responsables de la interaccion con actinag, en la region centra de la molécula
Se encuentran cuatro repeticiones de espectring, y por dltimo en € extremo C-termind
gparecen los dominios EF-hand (Figura 14B) con habilidad de unir cacio. El dominio
EF-hand condituye € motivo edructura en € cud aparecen las mayores diferencias
entre las isoformas musculares y las no musculares, sendo las primeras insensbles y las
Ultimas sensibles a cacio (Krupp et d, 1999). La a-actinina a través de su region centra
de dominios de espectrina es capaz de formar dimeros con una geometria antipardela.
Al igud que la filaming la a-actinina a pate de su papel como proteina que une y
entrdlaza filamentos de acting, también interacciona con otras proteinas involucradas en
la sefidizacion (Christerson et a,1999; Leinweber et a, 1999), lo que hace pensar que
edta proteina participa en la formacion de complegjos de sefidizacion entre receptores y
sus proteinas efectoras asociadas. Ademéas juega un pagpd fundamentd en la
locdizacion subcelular de dichos receptores, como en € caso del receptor de NMDA,
donde la a-actinina eda involucrada en la clusterizacion de dicho receptor (Hanley et d,
1999).

La interaccion entre € receptor A; de adenosina y la proteina citoesquelética
4.1G, descrita por Lu et d, (2003), congtituye otro gemplo més de la interaccion de un
receptor acoplado a proteina G con proteinas del citoesqueleto. En este caso, la
interaccion con edta proteina también tiene un claro efecto en la capacidad funciona del
receptor. La proteina 4.1G interfiere con la transduccion de sefid dd receptor,
inhibiendo su cgpacidad de acumular AMPc o de movilizar cdcio intracdular,
fendbmenos acompafiados por la dteracion de la expresion del receptor en la superficie
cdular.
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1.4.4. Un caso de especia complejidad : La densidad postsindptica

Las sngpds quimicas en @ sSdema nervioso centra son contactos neurona-
neurona asmétricos dtamente especidizados. El lado presingptico dd contacto se
caracteriza por la acumulacion de vesiculas sndpticas cargadas con neurotransmisores.
El lado postsngptico esta comdtituido por la densdad postsingptica (PSD), una
edructura eectrodensa  dtamente especidizada y subyacente a la  membrana
postsingptica de las singpsis excitatorias (Figura 15). La densidad postsinptica contiene
todo tipo de moléculas que estén involucradas en la transduccion de sefid asi como en
la plasticidad sindptica (Boeckers et a, 2002). La dta densidad proteica de este
compartimento subcelular precisa de un eevado grado de edructuracion que se

consigue gracias ala presencia de una serie de scaffolding proteins.

| Cell
‘% membrane

Cytosol

Figura 15. Ejemplo de densdad postsinaptica de una sinapsis glutamatérgica La
proteina Shank condituye € elemento centrd de la densdad postsndptica que organiza
la edtructura a la cual se unen varios receptores, tanto ionotrépicos (NMDA) comc
acoplados a proteina G (sst2, CIRL 0 mGlu). También cabe destacar € doble anclge del

complejo a citoesqueleto de actina. Pro-rich : regidn rica en aminoacidos de prolina.

Uno de los casos més notables de scaffolding protein lo encontramos en las
proteinas de la familia Shank, una proteina que juega un papel primordid en la
organizacion de las dnapss glutamaérgicas ya que media la interaccion de los

receptores ionotrépicos y metabotropicos de glutamato. Actualmente se conocen tres
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miembros de eda familia, Shank-1,-2 y -3. Son proteinas de gran tamafio y formadas
por una gran variedad de dominios que median interacciones proteina-proteina. Como
s muedra en la figura 15 y patiendo desde € extremo N-temind, un miembro
prototipico de la familia Shank contiene multiples dominios ANK (ankyrin repeats),
seguidos por un dominio SH3 (Src homology 3), un dominio PDZ (PSD-95/DLG/Z01),
una extensa region rica en prolinas que contiene un dominio de unién a cortecting, y
findmente un dominio SAM (sterile alpha motif) (Boeckers et a, 2002; Sheng and
Kim, 2000). A través del dominio PDZ de Shank se produce la interaccion con GKAP
(guanylate-kinase-associated protein), una proteina que une la proteina PSD-95, la cud
a su vez une los receptores de glutamato NMDA y kainato, Srviendo pues de puente
entre estos receptores y Shank (Boeckers et a, 2002; Kreienkamp, 2002). El dominio
PDZ también media la interaccion con los receptores acoplados a proteina G de
somatodtatina tipo 2 (SSTR2) (Zitzer et d, 1999) y los receptores independientes de
cdcio de la a-latrotoxina (CIRL) (Kreenkamp et d, 2000). La region rica en prolina
permite la interaccion de Shark con € domino EVH1 (Ena/VASP homology J) de la
proteina Homer, una proteina que también interacciona con los receptores
metabotropicos de glutamato mGlul y mGlus (Kreienkamp, 2002). ESto permite
agrupar en un mismo complgjo tanto a los receptores ionotropicos como metabotrdpicos
de glutamato. En d extremo C-termind de Shank se encuentra d dominio SAM,
involucrado en la multimerizacion de la proteina (Sheng and Kim, 2000). Los dominios
ANK conectan esta proteina con € citoesqueleto de actina a través ce la interaccion con
la proteina a-fodring, ad igud que sucede con la cortacting, una proteina que une F-
actina y que edta enriquecida en lugares de contacto cdular. EStas interacciones
permiten anclar € complgo multiprotéico formado por Shank y los receptores de
glutamato a citoesque eto (Sheng and Kim, 2000).

Como s ha comentado anteriormente, otra proteina con un papel fundamenta
en la edructuracion de la densdad postsingptica es la PSD-95 (postsynaptic density
protein 95). La PSD-95 pertenece ala familia de proteinas conocidas con € nombre de
MAGUKs (membrane-associated guanylate kinases), capaz de oligomerizar vy
dudterizar candes idnicos y la maguinaria de sefidizacion asociada a las Snapss
excitatorias ddl cerebro. Edta proteina contiene tres dominios PDZ en & extremo N-
termind, seguido de un dominio SH3 y findmente un dominio GuK Quanylate kinase)
en d extremo C-temind (Harris and Lim, 2001). La PSD-95 puede interaccionar a

través de sus dominios PDZ tanto con los receptores NMDA como con los canales de
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K™ tipo Shaker (Kim et a, 1995; Kornau et a, 1995) a igua que con enzimas de
sefidizacion como la NOS fitric oxide synthase) (Brenman et d, 1996). Los dominios
SH3 y GuK de la PSD-95 también median la interaccion con otras proteinas como por
gemplo con GKAP, que actla de puente entre € complgo NMDA/PSD-95 y Shank
(Kim et d, 1997), d igud que median la dimerizacion entre moléculas de PSD-95
permitiendo un mayor grado de complgidad de las estructuras conformadas por eta
scaffolding protein (McGee and Bredt, 1999; Shin et a, 2000).

Por Ultimo, acabando de conjuntar las Sinapds glutamatérgicas encontramos a
las proteinas Homer. La mayoria de estas proteinas se caracterizan por presentar en €
extremo N-termind un dominio EVH1 dtamente conservado seguido de un domino
coiled-coil en su extremo C-termind (Thomas, 2002). A través de este Ultimo dominio
coiled-coil, Homer es cgpaz de formar complgos homo- y heterodiméricos con dos
lugares de union para sus ligandos, o dominios EVHL, los cuales reconocen secuencias
Pro-Pro-X-X-Phe (Pro: proling Phe fenildaning; X: otros aminoécidos). Entre los
ligandos de Homer podemos destacar los receptores de 1,4,5-trifofato de inogtol
(IPsR), los receptores de rianodina (RyR), Shank y los receptores metabotrépicos de
glutamato del tipo | (MGlul y mGlub). La habilidad de Homer de dimerizar puede
servir para conectar los receptores metabotropicos de glutamato entre si, o para la unién
de dichos receptores con los otros ligandos de Homer (por gemplo, receptores de
inostol 1,4,5-trifosfato o Shank) (Tu et d, 1998). También se ha descrito € pape que
juegan edtas proteinas en d tréfico y la expresdn en la membrana plasméatica de los
receptores metabotropicos de glutamato (Ciruda et ad, 2000; Ango e a, 2002), asi
como su funcidn en la regulacion de la actividad condtitutiva de los mismos (Ango &t d,
2001). Las interacciones mediadas por Homer se pueden disociar de manera naetural
cuando se expresa una isoforma corta de esta proteina que no contiene € motivo de
dimerizacion coiled-coil (Homer 1a), lo que sugiere que esta forma corta actlia como un
dominante negetivo, dectando a la formacion y d mantenimiento de los complgos
multiproteicos mediados por Homer, muy especidmente los que involucra a los
receptores metabotropicos de glutamato.

Un gran esfuerzo se ha llevado a cabo para desentrafiar todo este conjunto de
interacciones, esfuerzo que continuard proporcionando nuevos eementos que ayudardn
a comprende ain mgor d funcionamiento de compatimentos subceulares tan

comple os como ladensidad postsingptica.
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Objetivos

La visén que se tiene sobre € mecanismo de transduccidon de sefid de los
receptores acoplados a proteina G ha ido evolucionando en los Ultimos afios. La idea
amplisa que conddera d receptor como una unidad funciond que interacciona
independiente con su ligando y su sstema efector ha ido dgjando paso a una concepcion
de la transduccién de sefid mediada por estos receptores mucho més complga
Actudmente, d moddo mas aceptado para entender sus mecanismos de transduccion
incluye la formacion de una serie de complgos moleculares en los que participan tanto
interacciones  receptor-receptor como  interacciones con  proteinas  intracelulares
edructurdes y/o microdominios subcelulares. Con estos precedentes y en € marco de
grupo de invedtigacion en @ cud se ha desarrollado esta tess doctoral, los objetivos

principaes de lamisma son los Sguientes:

1.- Siguiendo en la linea de trabgo abierta por € grupo de investigacion y en la
cud ya s ha determinado la interaccion molecular y funciona entre receptores A; de
adenosina y D; de dopamina, se pretende investigar la exigencia de homdémeros y
heterdmeros entre otros subtipos o subgrupos de receptores de adenosina, dopamina y
metabotrépicos de glutamato, tanto en Sstemas heterdlogos de expresion como en
sgemas in vivo. De igud manera, se pretende estudiar los mecanismos que dirigen la
formacion de los complgos entre los diferentes receptores, asi como las implicaciones
funciondes que dichas interacciones puedan tener sobre la transduccion de sefid

mediada por estos receptores acoplados a proteina G.

2.- Dada la locdizacion del receptor A; de adenosna en caveolas, y la
participacion activa de estas en la regulacion de procesos tan importantes como la
desenghbilizacion e interndizacion dd receptor, se plantea d estudio de la asociacion
del receptor metabotropico de glutamato Ja, otro receptor acoplado a proteina G que
interacciona con & A de adenosina, con microdominios de membrana, en concreto con
las caveolas, y las repercusiones que dicha asociacion pueda tener en la funcionaidad

del receptor.

3.- Por dtimo, y abdriendo una nueva linea de invedtigacion, se pretende la
identificacién de proteinas intracdlulares que interaccionan con € dominio C-termind

dd receptor Aa de adenosina y que puedan ayudar a entender mejor su funcionaidad,
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U locdizacion subcdular 'y sus procesos de desenghilizacion e internaizacion.
También se pretenden eucidar los mecanismos moleculares que este receptor pueda

utilizar parainteraccionar con otros receptores acoplados a proteina G.
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L a navaja de Occam:

“En igualdad de condiciones, la explicacion

mas sencillatiende a ser la correcta.”
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Fluorescence and  Bioluminiscence
Resonance  Energy  Trandfer experiments  and
computational analyss (docking smulations) have
suggested a direct interaction between an epitope of the
human carboxyl terminus of the adenosine Aa receptor
(A2aR) and a strech of adjacent basic residues in the
third intracdlular loop of the dopamine D, receptor
(D2R). Inspection of the carboxyl terminus of the AaR
showed the presence of two adjacent aspartic acid
residues, which could interact with the arginines present
in the D,R. By means of mass spectrometry and Ab
initio calculations, it was shown that short peptides
corresponding to the two sequences (VLRRRRKRVN in
DR and HELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAVGS in
AoaR) interact efficiently. Since the two adjacent Asp
present in human A;aR are not conserved among
species, another putative epitope for interaction was
identified surrounding a seine that can be
condtitutively phosphorylated in A;aR. A peptide with
this sequence (SAQEPSQGNT) was able to interact with
the above dexribed postivdy charged peptide
corresponding to D,R. These results obtained by mass
spectrometry  were  confirmed by using different
congructs of the receptors in biochemical pull-down
assays. Also, the interaction between wild type AaR and
the Argrich peptide of the D,R was displaced by the
two peptides corresponding to the two different
sequences in the C-tail of AzaR. In addition,
bioluminescence resonance energy transfer (BRET)
assays confirmed that mutation of arginine residues in
the third intracdlular loop of D;R prevents A;aR-D;R
heteromerization. The present results are the first
example of epitope-epitope €eectrogtatic  interaction
underlying receptor heteromerization, a new expanding
area of protein-protein interactions.

Results  from

The search for better understanding proteins
sructure-function rdaionships has ushered the age of
proteomics, propelling the study of protein structure to the
forefront of research, with the god of better understanding

the role of proteins in the biochemistry, physology and
pathology of the cel, and in finding protein epitopes that
play crucid roles in govening cdlular interactions.
Protein-protein interaction has adways played an important
role in cdlular mechanisms. Often, physiologicd responses
require a group of proteins to interact as exemplified by
dgnding events such as G proteins cascades. In the past
few years it has been shown that G-protein coupled
receptors present in the plasma membrane do interact
forming functiond homomeric and/or heteromeric  receptor
complexes (1-3).

Hence, it is important to understand the
mechanisms and chemidry tha govern such interactions.
Woods & d demondrated that sdt bridge formation occurs
between peptides containing two or more adjacent basic
resdues (eg. RR, RKR), and peptides containing two or
more adjecent acidic reddues (eg. EE, DD) or a phosphate
group (4,5 From the results obtained in the accompanying
paper (Candls et al. accompanying peper, ref 6) usng
Huorexcent and  Bioluminiscence  Resonance  Energy
Tranfer (BRET) and computationd analysis (docking
smulations) it became obvious that an epitope-epitope
eectrogatic interaction could be the determinant for
formation of heteromers between adenosine A,a receptors
(A2aR) and dopamine D, receptors (Do;R). These ae

important  receptors  for  neuronal  function and their
heteromerization opens new  avenues for  posshle
thergpeutic  gpproaches  for  Parkinson's  disease  and

schizophrenia (2). In this pgper a culombimetric interaction
between postivdy charged domains of the D,R and
negetivdy  charged domeins of the AjaR has
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FIG. 1. Mass spectrum of a mixture of AzaR and D2R epitopes. The mixture of HELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAVGSadVLRRRRKRVN
resulted in the formation of a noncovalent complex seen at m/z 3854.5 amu. The spectrum was acquired in positive ion mode using ATT as a matrix.

The insert shows the electrostatic potential modeling of the epitopes.

and pull-down biochemicd experiments The exidence of
the dectrodatic interaction has been confirmed in BRET
assays usng a mutant verson of the DR with a lower
number of charged amino acids.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Peptides- Two epitopes  from AoaR,
SAQEPSQGNT  (res. 370-378, [MW= 10019]) and
HELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAVGS(res. 388-412
[MW=2500.9]), and one epitope  from DoR,
VLRRRRKRVN  (res. 215224 [MW= 13527]) were
gynthesized a the Johns Hopkins School of Medicine

Synthesis and sequencing laboratory.  The peptides were
diluted in water to a concentration of 10 picomolesim for
the mass spectrometry experiments.

Mass Spectrometry- Mass spectra were acquired
in linear mode in both postive and negéative ion mode on a
DE-PRO MALDI from PEBiosysems (Framingham,
MA), equipped with a nitrogen laser (337 nm) and an
extraction voltage of 20 kV. All spectra were the average
of 50 shots. Mixtures of the DR and each of the AR

thiothymine (ATT) was purchased from  Aldrich
(Milwaukee, WI), and prepared fresh daly as a saturated
solution in 50% ethanol, pH 54. No complexes were seen
with acidic matrices pH= 15. Samples were prepared by
adding 0.3 mL peptide mixture to 0.3 L matrix (ATT) on
the sample plate.

Antibodies- An anttisra agang adenosne AjaR
was used in this study, designated as anti-CTAZ2A. This
atisya was rased aganst a GST fudon protein
containing aminoacids 322-412 (GST-A2Act, see bdow)
of the adenosne A,aR. The immunization of rabbits and
affinity purification of the antisra were performed as
described previoudy (7,8). The primary antibodies used
for immunoblotting were  affinity purified anti-GST
polyclona antibody (8), polyclona anti-CTA2A antibody
and dfinity purified anti-D,R  polyclona  antibody
(Chemicon, Temecula, CA, USA). The secondary antibody
used was horseradish-peroxidese  (HRP)-conjugete  goat
anti-rabhit (Dako, Denmark).

Cell culture, transfection and membrane
preparation- HEK-2930cdIs were grown in DMEM (Sigma
Chemicd Co., . Louis, MO, USA) supplemented with 1
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FIG. 2. Mass spectrum of a mixture of AzaR and D2R epitopes. The mixture of SAQESQGNT and VLRRRRKRVN resutedintheformetion of ¢
noncovalent complex seen at m/z 2354.6 amu. The spectrum was acquired in positiveion mode using ATT asamatrix. The insat showsthededrogatic

potential modeling of the epitopes.

mM sodium  pyruvate, 2 mM  L-glutaming,  100U/ml
penicillin/streptomycin, 10% (v/iv) foetd bovine serum
(FBS and 05 mg/ml of G418 sulphate (GIBCO, Grand
Idand, NY, USA) a 37°C and in an amosphere of 5%
COy.  For the trandent expresson, cedls were trandently

transfected with 10 ng of cDNA encoding the human
adenosne AjaR, human dopamine D;R, fusion proteins or
chimeras by cdcium phosphate precipitation (6,8). The
cdls were used for experimentation a ether 24 or 48
hours after transfection. Cel membranes were obtained by
centrifugation  after cdls disruption  with a  Polytron
homogenizer (Kinematica, PTA 20 TS rotor, setting 4,
Brinkmann Ingtruments, Westbury, NY, USA, three 10-sc
periods) in 50 mM phosphate buffer, pH 7.4. Nuclei and
cdl debris were separated by centrifugation (900 x g, 4°C).
Membranes were pelleted a& 105,000 x g (90 min, 4°C) and
resuspended in 50 mM phosphate buffer for immediate
use

Generation and expression of the GST-fusion
protein- To produce the glutathione Stransferase fusion
protein containing the C-termind domain of adenosine
AoaR (GST-A2AcT), the Ctermind tal, amino acids 322-
412, of the full length human A;aR in pcDNA3.1 (kindly
given by Dr. P. Schofidd, The Gavan Inditute,

Dalinghurst, Sydney, Audrdia) was amplified using
proofreading Pfu DNA polymerase and primes FSA2A
(5-TAAGAATTCCGGGTCTTGGCAGCTCATGGC-3')
ad RA2A
CCGGAATTCCAAGCCAACCAGAAAGATAAAG-3).
The EcoRI-EcoRI fragment of the CTermind tall of A,aR
was subcloned into the becterid expression vector pGEX-
4T-1 (Amersham Biostiences AB, Uppsda, Sweden). The
sequence and orientation of the DNA congtruct was
veified by sequencing usng ABI Prism  BigDye
terminator  cycde  sequencing  reedy  resction kit
(PekinElmer  Life  Sciences,  Zavertem,  Begium).
Recombinant fuson proteins GST and GST-A2Act were
expresed  and  purified on  Glutathione-Sepharose4B
(Amesham Biosciences AB) as described previoudy (9).
Briefly, bacterid overexpresson of GST and GST-A2Act
was fadlitated in the Escherichia coli BL21 dran
(Promega, Madison, WI, USA). The fudon proteins
expression was performed with 0.1 mM isopropyl-b-D-
thio-gdactopyranoside (Sigma  Chemicd Co., . Louis
MO, USA) for 3hat 37 °C.

Pull-down experiments with the D;R epitope- The
D,R epitope (VLRRRRKRVN) corresponding to a region
of the third intracdlular loop of the dopamine D,R, amino

G-



Table 1. Interspecies comparison of the A;s R and I; R epitopes

A;s R first carboxyl terminal epitope

res i# Accession #
A70-378 Faazid
SE7-3T6 PAGETE
6535 Pa0sd 3
265375 QEDETS
A70-378 P11&617

A;s R second carboxyl terminal epitope

From Sequence
Human SAQEpSQGNT
(uinea Pig SAQRp SGDAS
Eat SAQGpSPRDY
Mdouse ST QGpSPGDV
Dog TAPEpSHGDM
From Sequence

Human HEL KGVCPEPPGLDDPLAQDGAGVS
G peg HEHEGTCPESPSLEDPPAHGGAGYS

Mouze HPGLG DHLAQGRVGTASWSSEFADPS
Fat HPGLRE GHLVOARVGASSWSSEFAPS
Dog  HEL EGACPESPGLEGPLAQDGAGYS

I»R epitope

From Sequence

Human VLERREERVN
(reen Monkey VLERRREERVN
Bowne VLERRRERVN
Iouse VLEEREERVN
Eat VLERRRERVN
Turkey VLEERREERVN
Frog VLREEREERVHN

acids 215-224, was covdently coupled to EDC (1-Ethyl-3-
[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide Hydrochloride)
(Perce, Rockford, IL, USA) activated EAH-Sepharose4B
(Amersham Biostiences AB, Uppsda, Sweden) by the
caboxy-teemina  pat. To peform the pull-down
expaiments of the GST-A2Acr fuson protein the
SepharosePeptide D,R was fird blocked with blocking
buffer (50 mM phosphate buffer, 5 mM EDTA, 0.1%
Bovine Serum Albuming pH 7.4) for 1 h with congant
rotation a 4 ©°C. After blocking, 50 m of Sepharose
Peptide D2 was incubated with GST or GST-A2Acr
proteins in blocking buffer for 2 h with constant rotation at
4 °C. Subsequently, the beads were washed three times
with blocking buffer and 60 m of sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gd dectrophoress (SDSPAGE) sample
buffer was added to esch sample GST and GST-A2Acr
bound proteins were dissociated by heating to 100°C for 5
min and resolved by SDSPAGE. To peform the pull-
down experiments of the whole AnR HEK cdls were
trandently transfected with human adenosine AzaR and
cdl membranes, prepaed as described  above,  were

res # Accession #
SHE-412 F2a274
285409 Paa616
286410 QE0E1S
2R6-410 Fe0543
3HE412 P11&617

res# Accession #
215-224 Fl14414
215224 P20z
215-224 F20288
215224 F13953
215254 MIID12547
215-224 273810
208-218 P24628

solubilized in icecold lysis buffer (50 mM phosphate pH
74, 1% (viv) Nonidet P-40) for 30 min a 4 °C. 50 m of
blocked SepharosePeptide D,R were incubated with the
solubilized membranes for 2h with congtant rotetion a 4
°C. After incubetion, the beads were washed three times
with blocking buffer and 60 m of sodium SDSPAGE
sample buffer was added to esch sample Bound proteins
were dissociated by hedting a 37 °C for 1h and resolved
by SDSPAGE.

Pull-down experiments with GST-A2Acr-HEK
cdls were trangently transfected with human D,R. Cdl
membranes were solubilized in ice-cold lyss buffer for 30
min a& 4 °C. GST and GST-A2Acr proteins (5 ng each)
were coupled to 120ul of a 50% sugpenson (viv) of
glutathione-agarose beads in phosphate buffer for 1 h with
congtant rotation a 4 °C. GST-fuson protein-agarose
durries were preblocked with solubilized membranes of
mock transfected cells for 1 h with congtant rotation a 4
°C. Subsequently, the GST-fuson protein-agarose durries
were incubated with the solubilized membranes of the DoR
transfected cells for 2 h with congant rotetion a 4 °C.
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FIG 3. Interaction of GST-A2Acr with D2R epitope. Panel A. Schematic representation of the GST -A2A cr fusion protein. The underlined sequence
corresponds to the two A2aR epitopes. The residue marked with an asterisk represents the phosphorylated serine. Panel B. Aminoadd ssquencedf the
epitope found in the third intracellular loop of the D2R. The gray shaded residues represent the positively charged amino acids. Panel C. GSTadGST -
A2Acr pull-down experiment. 50 ng of GST or GST -A2Acr proteins (see input) were incubated with the D3R epitope coupled to Sepharose-4B. After the
pull-down experiment (see Experimental Procedures), proteins bound to the D2R-epitope were dissociated and resolved by SDS PAGEin10%gdsand
immunoblotted using a polyclonal anti-GST antibody (1/200). The primary bound antibody was detected using a goat anti-rabbit antibody. Pand D.
Association of the GST -A2Acr to the D3R epitope. Increasing concentrations of the GST -A2Acr (lane 1: 5ng; lane2: 10ng; lane 3: 50ng; lane4: 100ng) were
incubated with Sepharose-D2R epitope. After the pull-down experiment, protein bound to the Sepharose-D2R epitopeweas dissodated and resolved by SDS
PAGE in 10% gels and immunoblotted using a polyclonal anti-GST antibody (1/200). The primary bound antibody was detected using a goat anti-rabhit

antibody.

After incubetion, the beads were washed three times with
blocking buffer and 60 m of sodium SDSPAGE sample
buffer was added to each sample. Bound proteins were
dissociated by hedting a 37 °C for 1h and resolved by
SDSPAGE. Sodium dodecyl sulfete polyacrylamide god
dectrophoresis (SDS/IPAGE) was peformed usng 10 %
polyacrylamide gels. Proteins were immunoblotted to
PVDF membranes (Immobilon-P, Millipore, Weatford,
U.K) usng a semidry transfer system and developed with
the enhanced chemiluminescence detection kit (Pierce), as
described previoudy (8).

BRET experiments using mutant D,R- Detaled
expresson vectors and trandfections ae given in the
accompanying paper (6). HEK293 cdls were transfected
with wild type or mutant human B;R. Mutant D,R consists
of a change of 5 amino adids from 416LRRRR420 in the
wild type to 416AQKQI420 in the mutant. For BRET
assays, HEK293 cdls, forty-eight hours post-transfection,
were rapidy washed twice in PBS, ddached, and
resugpended in the same buffer. To control te number of
cdls, samples protein concentration was determined using
a Bradford assay kit (Bio-Rad, Munich, Germany) using
BSA dilutions as a gandard. To quantify A,aR-Rluc and
D,-YFP expresson, cdl suspension (20 ng of protein) was
digributed in duplicate into 96-well microplates (Corning
#3604, U.SA, white plates with transparent bottom). The
fluorescence  was  messured usng a  Packad
FluoroCount™ with an exditation filter of 485nm and an
emisson filter of 530nm usng the following parameters

Gan of 1, PMT fixed a 1100V, and read time of 1 s
Fluorescence was quantified as an infold over the
background (mock trandfected cdls). The same samples
were incubated for 10 min with 5uM codenterazine H
(Molecular  Probes, Eugene, OR, USA) ad the
luminescence was  messured usng a  Packard
LumiCount™ with the following parameters Gan of 1,
PMT fixed & 700V, and a read time of 1 s For BRET
measurement, 20 pg of cel suspenson were digtributed in
duplicates in 96-well microplates (Corning #3600, U.SA
white opaque plaes) and 5 nM codenterazine H was
added. After 1 minute the readings were collected by using
a Fuson microplate andyzer (Packard, Meriden, CT) that
dlows the integration of the Sgnas detected in the 485
and the 530nm windows using filters with the appropriate
band pass. The BRET ratio is defined as [(emission & 510-
590) - (emisson 440-500) x Cf] / (emisson a 440-500)
where Cf corresponds to (emission a 510-590) / (emisson
a 440-500) for the -Rluc congtruct expressed done in the
same experiment.

RESULTS

Mass Spectrometry- According to the modding
results of A,aR-D;R heterodimerization given by Cands et
d. (6), the postively charged arginine residues in the third
intracdlular loop of the D2R interact with the negatively
charged resdues in the Gtail of A,aR. A visud inspection
of the human A,pR (accesson # P29274) sequence



indicates the presence of adjacent A residues DD 401-402
in the epitope:
HELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAVGS. Mixtures
with equd volumes of the peptide VLRRRRKRVN
contaning 6 adjacent basic resdues RRRRKR 517.005
corresponding to the epitope from the third intracdlular
loop of the human D,R sequence (accesson # P 13953)
and peptide HELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAVGS
corresponding to the epitope from the carboxyl terminus of
the human A aR were prepared and andyzed by mass
spectrometry.  Spectra were acquired and showed the
folowing molecular ions (MH"): 13537 and 25018 for
eech epitope and 38545 for the complex (Figure 1),
confirming the likdihood of a Coulombic interaction
between these two peptides.
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FIG. 4. Interaction of D2R with GST-A2Acr. Trandently tranfected
HEK cells with D2R were solubilized in lysis buffer. The solubilized
proteins (Crude) were incubated with Agarose-glutathione-GST or
Agarose-glutathione-GST -A2Acr. After the pull-down experiment (see
Experimental Procedures), proteins bound to the Agarose-gutathione:
GST or Agarose-glutathione-GST -A2A ¢t were resolved by SDSPAGE
and immunoblotted using a polyclonal anti-D2 antibody (2 ng/ml). The
primary bound antibody was detected using a goat anti-rabbit antibody.

The two adjacent negativdly charged DD residues
present in the human A,aR sequence are only conserved in
guinea pig but not in other species such as mouse, rat or
dog (table 1). The peusd of the Swiss Prot and Entrez
databases showed that a sering, which is susceptible to
condtitutive phosphorylation, is conserved among various
species (table 1). A phosphorylated serine residue in the
Carboxyl terminus of the A;aR could dso be a candidae
for interaction with the third intracdlular loop of D,R in
heteromer formation. To check this posshility, mixtures
containing equa volumes of peptide VLRRRRKRVN
corresponding to the epitope of the human D,R and the
phosphorylated epitope SAQEPSQGNT corresponding to
the phosphorylated serine verson of the epitope of the
human A,pR wee prepaed and andyzed by mass
spectrometry.  Spectra were acquired and showed the
following molecular ions (MH"): 13537 and 100L9 for
eech epitope and 2354.6 for the complex (Figure 2). Thus

confirming that the arginines from the D,R epitope, can
also interact with the phosphorylated epitope from AzaR.
Hence, the mass spectrometry data supports the possible
involvement of one or both epitopes in the cytoplasmic
Caboxyl temind domain of the adenosine AoaR receptor
in its interaction with a postively charged epitope of the
third intracellular loop of the dopamine D,R.

Ab Initio Calculations Geometry optimization of
dl peptides was carried out & the Hartree-Fock 6-31G**
level of theory usng Spatan '02 (Wavefunction, Inc,
Irving, CA). The plot of the dectrostatic potentia surface
of peptides HELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAVGS
and VLRRRRKRVN is shown in Figure 1, and that of of
peptides SAQEPSQGNT and VLRRRRKRVN is sen in
Figure 2. The Electrodatic potentid surfaces were
generated by mapping the 6-31G** dectrodtatic potentials.
Briefly, red colors represent regions of negative potentia
while blue colors represent areas of postive potentid.
Orange, ydlow, green and light green represent regions of
intermediate  potentid. Quaternary  ammonium  and
guanidinium groups ae blue and caboxyl groups and
phosphate are red.  Cdculations for each molecule were
done separately.
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FIG. 5. Interaction of the A2aR receptor with the D2R epitope.
Panel A. Transiently transfected HEK cells with A;aRweesdubdlized
in lysis buffer. The solubilized proteins (Crude) were incubated with
Sepharose or with Sepharose-D;R epitope in the presence or absence of
the non-phosphorylated or phosphorylated A2aR receptor epitope
SAQESQGNT (2 mM) or SAQEPSQGNT (2mM), respectively. After
the pull-down experiment (see Experimental Procedures), proteins
bound to the Sepharose or Sepharose- D2 epitope were resolved by
SDSPAGE and immunoblotted using a polyclonal anti-CTA2A
antibody (1/2000). The primary bound antibody was detected using a
goat anti-rabbit antibody. Displacement was only observed with the
phosphorylated A»aR epitope. Panel B. thesameexpeiment asin pand
A was conducted using the epitope containing the 25 terminal residues
of adenosine A2aR, and showed displacement.

Pull-down of the Cterminal AxR with the DR
epitope- A GST-fuson protein containing the C-termind
domain of the A,aR receptor (GST-A2Acr) (Fig. 3A) and
the RRRRKR-contaning epitope of the N-termind
portion of the third intracdlular loop of the DR (sepharose
bound) were used (Fig. 3B). The fuson protein contans
the last 91 amino acids of the cytoplasmic Gtermind tail
of the adenosne AzaR (Fig. 3A), which has an isolectric
point of 4.8 and a charge a pH 7.0 of minus 54. On the
other hand, the D,R epitope contans 6 adjacent basic
amino acids, has an isolectric point of 12.7 and a charge a
pH 70 of plus 59. These parameters support the
likdihood of a Coulombic interaction between these two
epitopes. Incubation of the DR epitope with GST o GST-



A2Act resulted in the pull down of GST-A2Acr only (Fig
3C) as detected in the Western blot usng an antibody to
GST, thus confirming the interaction of D,R epitope with
an epitope on Ctemind tal of AR (Fg. 3C).
Interestingly, this interaction is dso  concentration-
dependent and the hinding is saturable (Fig. 3D). Under
these expaimentd conditions, the equilibrium binding
studies (10) gave an gpparent Kp of 2+0.2 nM.

Pull-down of the D,R with the C-terminal AoaR-
GST o GST-A2Acr were sephaoe bound and a
solubilized ;R was added. An antibody to DR is used in
the Western blot, and as seen in Figure 4, D;R is only
detected in the GST-A2Act lane and naot in the GST lang,
thus confirming that an epitope in the C-termind domain
of AoaR bindsto the complete D,R molecule
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FIG. 6. BRET saturation curve for A2aR luc-D2R YFP and D2R
mutant YFP: BRET measurements were performed in transiently co-
transfected HEK-293T cells using a constant amount of AzR-Riucax
increasing amounts of either DR-YFP (containing the epitope
VLRRRRKRVN), or mutant BR-YFP (containing the epitope
VLAQK QIRVN). BRET ismarkedly reduced when the mutant receptor
is used in the assays.

Pull-down of the Adenosine AxR with the DR
epitope- Two immunoreactive bands, 40kDa and 80kDa,
for the adenosine A,aR monomer and dimer, were detected
in the cude extract from HEK-293 cdls trangently
trandfected with adenosne A aR (Fig. 5A, Crude). The
two bands were only detected in pull-down assays when
cdl lystes were incubated with the D,R epitope
(sepharose bound), but were not seen with sepharose aone
(Fg. 5A, Pul-down). This result confirms that the
adenosne A aR receptor binds to a region of the third
intracellular loop of the D,R. This interaction was
displaced by the epitope contaning the 25 termind
resdues of adenosine AaR, (Fig. 5B), which supports a
role of this AaR epitope in the interactions with the DR
(Fig. 5B). When a smilar experiment was conducted using
the nine amino acid long epitope bdonging to the C-
termind tall of the AR SAQESQGNT (Fig. 5A) where
the Ser reddue is not phosphorylated, no displacement
occurred. This peptide has only one acidic amino adid (E),
an isolectric point of 3.7 and a charge & pH 7.0 of -1, 0
the weak interaction with the DR epitope is not surprising.
However when the same epitope is phosphorylated at
resdue 374 SAQEPSQGNT, thus increasing its negdtive

charge (Phosphate has a pKa of 22), a digolacement was
observed in the pull-down experiment (Fig. 5A). This
result suggests a potentiad role for the phosphorylation /
dephosphorylation  events in  the A psR-D,R  direct
interaction.

BRET saturation curve for AaR-Rluc and D,R-
YFP or mutant DoR-YFP. BRET measurements were
peformed in trandently cotrandfected HEK-293T cdls
usng a congant amount of AsaR-Rluc and incressng
amounts of either wild type BR-YFP (416LRRRR420), or
mutant D,R-YFP (416AQKQI420). Huorescence levels
were  checked by independent measurements  and
normaized to the level of luciferase detected per sample
(fluorescence in abitrary units). As indicated in Figure 6,
BRET is makedly reduced when the mutant receptor is
used in the assays. This further confirms that adjacent Arg
resdues in the third intracdlular loop of the D2R ae
crucid for A,aR/DsR heteromerization.

DISCUSSION

The accumulation of direct evidence thet
receptors can interact a the plasma membrane level has
accumulated in the past few years. Receptors have been
involved in influencing esch othe’s way in the decoding
of their respective fird messenger (1-3). Two man modds
have been suggested for the formation of receptor dimers
the “domain swapping” and the “domain contact” (11,12).
Both interactions can dso occur simultaneoudy, thus
dlowing the formaion of high-order hetero-oligomers
The prevadence of one of the two models may depend on
the receptor type and on the chemico-physica
environments in - which the interacting receptors ae
embedded. Gouldon and colleegues have used molecular
dynamics smulations to evduae the energy of different
dimer formation modes for adrenergic receptors. It has
been shown that the 56 domain swapped dimer is a higr
energy Structure both in the absence of ligands and in the
presence of antegonist (12). For other receptors, however,
other GPCRs domans are involved. In the case of the
GABAg receptors, a coiled coil interaction between C
termind domains is involved (13) and in the case of
metabotropic glutamate receptors disulphide bridges in the
extracdlular portion are involved (14). The exisgence of
Aop-Do heteromeric complexes was previoudy
demonstrated by  coimmunoprecipitation  experiments
peformed on membrane preparation of D,R-transfected
H-SY5Y  neuroblatoma  cdls  (15). Cands e 4.
(accompanying paper, ref. 6) have provided evidence for a
direct protein-protein interaction between both receptors,
through ther fluorescence and bioluminiscence  resonance
energy trandfer  techniques assessments. The  results
described in this sudy ae not only crucid for
understanding the molecular  mechanisms  which  ae
involved in A,pR-D,R heteromerization, they are dso the
firs example of epitopeepitope dectrostatic interaction
underlying receptor heteromerization, a new expanding
area of protein-protein interactions (1-3).

In order to strengthen our hypothesis on AjaR-
D;R heteromerization (6), we dsudied and compared



sequences  from  different  sources, to find candidate
epitopes, on both A,R and DR that could participate in
an dectrodatic interaction. Our data not only supports the
direct AoaR-DoR interaction, but they give indghts on the
epitopes involved in the interaction. Both the mass
spectometry and pull down data show that two different
epitopes in the Ctermina pat of the A,nR can bind
directly to the D,R epitope. The resdues participating in
this interaction have oppodte dectrostatic charges and
interact forming a sdt bridge between the epitopes
involved. On the A;aR Caboxyl terminus one of the
epitopes has two adjacent Agp residues, whereas the other
epitope corresponds to a sequence containing a Ser residue
with a grong likdihood of being phosphorylated. The
highly negatively charged phosphate group on this Ser
would mediate the interaction with the third intracdlular
loop of the BDR. The charged epitope present in the third
intracdlular loop of D,R has 6 adjacent basic resdues five
of which are Arg. In the sde chain of Arg, the functiona
group is a guanidinium composed of three nitrogens and a
centrd cabon, each contributing one p orbita, thus
producing one bonding and two nonbonding molecular
orbitls and a fourth antibonding orbitd. The guanidium
cdion has sx p dectrons digributed in pairs among the
three molecular orbitds. The two highest occupied non-
bonding molecular orbitds ae degenerated in energy and
digribute two pars of eectrons evenly over the three
nitrogen aoms, resulting in egua shaing of the one
postive formd charge among the three nitrogens, thus
meking Arg the modt badc amino adid resdue  The
guanidium group defines the plane in which the centra
cabon, three nitrogens, five hydrogens and the dcarbon
resde.  The hydrogens bristle from the three nitrogens a
120° angles around the periphery and the flat cloud of p
dectrons sandwich the s sructure from above and below.
The sructure has a net podtive charge that can be
neutraized by removing a proton, which is what happens
when it interacts with a phosphate group or adjacent acidic
resdues, which have a ddocdized lone par of edectrons
on the phogphate or the side chain carboxyl group (16).

The Ser susceptible of phosphorylation in the C
tall sequence of A, is in an epitope having a casein-kinase
| consensus dte (SAQEPS). Comparison of the sequences
from rat, mouse and human shows that the two adjacent
Asp ae not consarved among species wheress the casain-
kinese | consensus dte is present in dl the sequences.
Snce there is evidence of AaR-D;R heteromerization in
the rat striatum (17), it is likely that the heteromerization is
mediated by the phosphorylated epitope.  Whether the
second epitope present in human (and in guinea pig) is a
redundant mechanism in humaen AopnR-DsR
heteromerization remains to be determined. Our data d<0
suggest that neurotransmitter or  neuromodulator-mediated
phosphorylation-dephosphorylation  events  could  regulate
receptor-receptor  heteromerization.  Activation of  AzaR,
D,R or both, has not effect on AaR-DsR heteromerization
(6). Therefore, ectivation cascades triggered by adenosine
or dopamine through A;aR-D,R heteromers do not seem to
affect the degree of phosporylation of the SAQEPS
epitope. Greengard's group has recently demondtrated that

cadinekinase | activity is regulaed by group |
metabotropic glutamate receptors (18).  In the driagtum
A,pR ae not only colocdized with D;R, but dso form
functiond heteromeric receptor complexes with group |
metabotropic  glutamate receptors mGlus (MGlusR)  (19).
ApR and mGlusR interact synergidticdly a  different
levels (19-23) and, in fact, mGlusR stimulation potentiates
the antagonigic intramembrane  A,aR-DoR  interaction

(16,18). Theefore, a  cainkinase |- mediated
phosphorylation of A;aR could be a possble mechanism
by which mGIUBR could modulae A aR-D2R
heteromerization.

Two isoforms of D,R (DL ad D,S ae
generated by dternaive splicing and D,L, which was the
isoform of the D,R used in the present experiments (pull-
down and BRET), contans 29 additiond amino acid
resdues within the middle portion of the third intracdlular
loop. However, the DR epitope that binds to the AopR is
locdized in the N-termind portion of the long third
intracdlular loop, and is therefore, common to both DoR
isoforms.  This agininerich D,R region has dso been
shown to bind to other proteins, such as filamin-A and
protein 41N, which ae cytoskeetd-associated proteins
(24,25). These interactions may be important for
establishing the correct subcdlular locdizetion of DyR.
The agninerich DR epitope is aso present in other
proteins. Hence, our suggestion that this epitope could be
rdevat to a numbe of additiona protein-protein
interactions. An attractive hypothesis would be that this
epitope, if present in different proteins, could serve to
edablish dynamic interactions, which would probably
depend on the density and srength of the interaction with
its possible partners.
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In this paper, a molecular and functional interaction
between meabotropic glutamate receptor type 1la
(mGlula receptor) and caveolin-l or cavedlin2b is
described. An  overlapping pattern of daining for
mGlula receptor with caveolinrl and caveolin2 by
confocal laser microscopy in transently transfected
HEK-293 cdls is obsarved. The presence of
mGlula receptor in  caveolinenriched membrane
fractions was demondrated by flotation gradient
analyss in the absence of detergents and the
interaction between mGlula receptor with caveolin-1
and with cavedlin2b was demongrated by
coimmunoprecipitation  experiments.  In HEK-293
cells, caveolin-2b accumulates surrounding lipid
droplets when single expressed but coexpresson with
mGlula receptor changed dramatically the
subcdlular localization of caveolin-2b, from lipid
droplets to the cdl surface. At the membrane leve,
the interaction between caveolinrl and mGlula
receptor could abrogate the conditutive activity
exhibited by mGlula receptor. Overall, these results
show that mGlula receptor interacts with caveolins
and that this interaction is physiologically reevant
for receptor fundion. Interestingly, we provide
evidence that caveolinrl is not just acting as a
scaffolding protein for the mGlula receptor but that
alsoregulatesmGlula receptor condtitutive activity.

INTRODUCTION

Glutamate is the mgor excitatory neurotransmitter in the
mammdian bran involved in leaning and memory as
wdl as in neurctoxicity, playing a citical role in the
development or progresson of diverse neurologica
disorders. This aminoacid acts & multiple receptor types
divided into two man groups namdy the ionotropic
glutamate receptors, which form  ion channds and
mediate fast excitatory glutamate responses,  and
metabotropic  glutamate receptors, that mediate dower
glutamate responses by  coupling to the intracelular
signd transduction pathways via G proteins (Pin and
Duvaisn, 1995). So far eight members of the mGlu

receptor family have been identified and caegorized into
three subgroups on the basis of their sequence homology,
agonist  dectivity and dgnd  transduction  pathway.
Group | contains mGIul and mGIuUS receptors subtypes,
which are coupled to phospholipase C in transfected
cdls and have quisgudic acid (Quis) as ther most
potent agonist. The second group conssts of MGlu2 and
mGIu3 receptors, which couple negatively to adenylyl
cyclase in transfected cdls and for which L-2-
(carboxycyclopropyl) glycine is the most potent agonist.
Group Il contains mGlu4, mGlué, mGlu7 and mGlu8
receptors, which again couple negatively to adenylyl
cydase and have L-2-amino-4-phosphonobutyric acid as
their most potent agonist. In the last decade it was shown
thaa group | mGlu receptors exhibit  differentia
conditutive activity when expressed in  heterologous
sysdems as a change in the equilibrium between the
inactive and active conformation of the receptar

(Prezeau e d., 1996). More recently, the presence of
Homer proteins, which bind directly to the C-termind
tall of group | mGlu receptors, has been reported to be of
high importance but not essentia to control this agonist-
independent  activity in cerebelar cultured neurons and
HEK-293 cdls(Ango et d., 2001).

Cavedlin proteins form the sructura network of
caveolee, which ae gmdl membrane microdomans of
the plasma membrane thought to play a criticd role in
functions such a dgnd  transduction, cholesterol
transport, and endocytoss (Anderson, 1998; Okamoto et
d., 1998, Kurzchdia and Parton, 1999, Smat e 4.,
1999). It has been reported the presence of &t least three
mammaian  subtypes of caveolins  which  show
smilarities in sructure and function but with differential
tissue digribution. Caveolin-l and caveolin-2 show a
dmilar  tisue digdribution wheress caveolin3 s
specificdly didributed in the muscle tissue and may
replace cavedlinl as the mgor caveolar protein in
differentisted muscle cdls (Way and Paton, 1996,
Scherer e d., 1996). While cavedlinrl and 3 can reech
the plasma membrane, caveolin-2 is retained in the Golgi
goparatus. Caveolin-1 expresson rescues cavedlin-2 and
delivers it to the cdl surface (Li e d., 1998, Mora et 4.,
1999; Pardlini et d., 1999). Moreover, severd lines of
evidence suggest that caveolin-1 controls a variety of
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FIG. 1. mGlula receptor colocalizes and associates with caveolin-
rich membranes in transiently trasfected HEK cells. (A) Cdlswere
transiently transfected with cDNAs encoding for mGlula-flag
receptor, caveolin-1, caveolin-2a and caveolin-2b. After 48 hours
cells were processed for immunostaining with anti-Hag (1/200), ant-
mGlul F1ADb (5 mg/ml), anti-caveolin-1 (1/200) and anti-cavedlin-2
(/50) antibodies. Cells were andyzed by double
immunofluorescence with a confocal microscopy. Superimposition of
images revealed mGlula receptor/caveolinscolocaizationinyellow
(arrows). Scale bar : 10 mm. (B) HEK-293 cells transiently
transfected with mGlula-flag receptor, caveolin-1 and caveolin-2b
cDNAs, were homogenized and fractionated in a discontinuous
sucrose gradient as escribed in “Materials and Methods’ and
fractions collected from its top. Equal amounts of each fraction were
immunoblotted using anti-mGlula receptor F2Ab (1/200), anti-
caveolin-1 (1/5000), anti-caveolin-2 (1/250), anti-tubulin (1/200) ad
anti-transferrin receptor (1nmg/ml) antibodies. The wedge above the
western blots indicates the increasing concentration of sucrose from
upper to lower fractions.

plasma-membrane-initiagted dgnding cascades acting as
a direct regulator of the proteins that can be segregated
into caveolae (Okamoto et d., 1998). On the other hand,
a shorter isoform of cavedin-2, cavedlin-2b, is found
surrounding  intracdlular  lipid  accumulations namey
lipid droplets or lipid bodies and dthough its function
has not yet been described, a role in lipid trafficking has
been suggested (Fujimoto et a., 2001).

In a previous report, we presented evidence of the
presence  of mGlula receptor  within  low-density
cavedlin-eriched plasma membrane fractions, being the
receptor able to interact with caveolinrl and cavedlin-2
(Burguefio et d., 2003). In the present study a mutua

functiond interaction between mGlula receptor and
caveolins is destribed. The expresson of mGlula

receptor recruits caveolin2b and redirects it from
intracdlular lipid droplets to the plasma membrane and,
on the other hand, the interaction of mGlula with

cavedlinl suppresses  the  conditutive  activity  of
mGlula receptor.

RESULTS

mGlula receptor associates with caveolinenriched

membranefractions

In BHK-la cdls permanently transfected with rat
mGlula receptor, an overlgpping distribution between
mGlula receptor and caveolins has been previoudy
found (Burgueio e d., 2003). By double
immunolabding experiments in trangently transfected

FIG. 2. Caveolin-2b localizes in lipid droplets. HEK-293 cells
transiently transfected with caveolin-1, caveolin-2a or cavedin-2b
were fixed and permeabilized for 1 h with a 70% ethanol solution
saturated with SUDAN 111, adye for neutral lipids, and then stained
with anti-caveolin-1 (1/200) and anti-caveolin-2 (1/50). Thearrow
points to alipid droplet positive for caveolin-2b. Scadebar : 10 nm.

HEK-293 odls, the subcdlular didtribution of

mGlula receptor, caveolin-l, cavedin2a and cavedlin
2b was sudied. As observed in Fg. 1A, the overlap of
the images from cdls cotransfected with mGlula
receptor and caveolintl resulted in a high degree of
colocdization between both proteins in different parts of
the cdl. When the receptor was cotransfected with either
caveolin2a or cavedlin2b, a maked colocdizaion

between mGlula receptor and both cavedlins was
observed in different regions of the cdl (Fg 1A,
arows), showing the close gpatid locdization of

mGlula receptor and cavedlins. To determine whether
the mGlula receptor is present in caveolin-enriched
membrane  fractionss, HEK-293  cdls  transently
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FIG. 3. mGlula effect on caveolin-2b subcellular distribution. HEK-293 cells transiently transfected with mGlula-flag receptor, cavedin-2b
or mGlula-flag receptor plus caveolin-2b were fixed and permeabilized for 1 h with a 70% ethanol solution saturated with SUDAN 11, and
then double immunolabeled with F1Ab (5 mg/ml) and anti-caveolin-2 (1/50). Cells were analyzed by triple immunofluorescence with a
confocal microscopy. Arrows point colocalization between mGlula receptor and caveolin-2b in yellow. Scale bar : 10 nm.

trandfected with mGlula-flag receptor, caveolinl and
caveolin-2b were homogenized and fractionated using a
non-detergent-based  protocol (Smat e d., 1995) which
separates  caveolinrich membranes from the bulk  of
cdluar membranes and cytosolic proteins.  Fractions
were collected from the top of the gradient and andyzed

by western-blot using antibodies againgt
mGlula receptor, caveolinl, cavedlin-2, tubulin and
trandferrin receptor. This procedure dlowed

identification of a low dengty fraction in which both
cavedlinl and cavedlin2b were present (Fig. 1 B, lane
4). To discad possble contaminants from the high
densty membrane fractions of the gradient, the blots
were probed againg tubulin and trandferrin receptor and
no reactivity was found. When those blots were probed
with an antibody againgt the mGlula receptor, it was
observed that the receptor didribution had the same
profile as caveolins. This confirms the associgtion of the
mGlula receptor with cavedlin-eriched  membrane
fractionsin trangiently transfected HEK -293 cdlls.

Cavedlin-2b accumulates in Lipid Droplets when
singleexpressed in HEK -293 cells
As shown in Fg. 1, cotrandfection of cavedlin-2b

with mGlula receptor lead to an overlagpping of the labe

of the two proteins throughout the cdl. In contrast, when
cavedlin2b was transently expressed done in HEK-293
cdls, a peculiar digribution in large intracdlular rings
was obsarved, markedly different from that observed for
cavedlinl or cavedin2a (Fig. 2, top pands). It has
been destribed that cavedlin-2b (Fujimoto et d., 2001)
accumulates in  large intracdlular  sphericd  structures
that were found to be lipid storage depots or lipid
droplets. To invedtigate wether those caveolin-2b
containing ringlike sructures were lipid droplets, HEK-
293 cdls were labded with SUDAN IIl, a dye which
labels lipid droplets since it interacts with free-
cholesterol and triacilglycerides. As it can be seen in Fig.
2, cavedlin2b was found surrounding the dructures
recognized by SUDAN Il (in red), whereas the two
other caveolins were not in close vicinity with these
lipid-rich structures.

Although caveolin-2b is no longer associated to lipid
droplets when cdls are dso cotransfected with mGlula,
these structures are il present intracdlularly (Fig. 3). In
fact, triple gaining of cels coexpressng the receptor and
caveolin2b  demondrated that mGlula  receptor
expresson completly removed caveolin-2b  from lipid
droplets (Fig. 3, top pands). The dready known ability
of cavedlinl to induce a redigribution of caveolin-2
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FIG. 4. Caveolin-2b expression and subcellular distribution. (A) Cells were transiently transfected with caveolin-2b doneor cotrandfected with
caveolin-1 or mGlula-flag receptor. After 48 hours cells were processed for immunostaining with anti-mGlul F1Ab (5 ng/ml), ant-cavediin-1
(1/200) and anti-caveolin-2 (1/50) antibodies. Cells were analyzed by double immunofluorescence with a confocal microscopy. Scale bar : 10
mm. (B) Homogenates from cells transfected with caveolin2b (1), caveolin-2b aong with mGlula-flag receptor (2) or caveolin-2b dongwith
caveolin-1 (3) were analyzed by western-blot using anti-caveolin-2 antibody (1/250). (C) Tota RNA wasisolated from cells transfected with
caveolin2b (1), caveolin-2b along with mGlula-flag receptor (2) or caveolin-2b aong with caveolin-1 (3) and cDNA was obtained using
Reverse Transcriptase. The first-strand reaction mixture was used for PCR amplification with caveolin-2b and glycerddehyde-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH) primers.

(Mora et d., 1999, Padlini e d., 1999, Li et d., 1998) is
compareble to the one described here for mGlula (Fig.
4A). A cdffolding protein such as Homer-1c faled to
remove cavedlin2b from those large round dructures
(data not shown), suggesting that both caveolinl and
mGlula ae specificdly modifying the subcdlular
digribution of caveolin-2b in HEK-293 cdls. The data
presented here suggest a possble interaction  between
mGlula receptor and caveolint2b that will be

responsible of the dramatic change in the subcdlular
digribution of caveolin-2b when cotransfected with the
receptor. The dSteady-sate expression levels of caveolin-
2b, in HEK-293 cdls cotransfected with caveolin-1 (Fig.
4B, lane 3), mGlula (Fig. 4B, lane 2) or mock DNA
(Fig. 4B, lane 1), was andyzed by means of western-
blot. Fig. 4B shows that coexpresson of cavedlin-1l up-
regulates cavedlin2b a the protein level. This dso
agrees with a dmilar  cavolinl-mediated up-regulaion



of cavedlin-2 (Parolini et d., 1999). Comparing our data
and that reported by Parolini et a.(1999), a more marked
up-regulation was achieved when cavedlin2b was
cotrandected with mGlula receptor. To examine the
possibility that up-regulation of cavedlin-2b occurs via a
transcriptiond mechanism, we peaformed a RT-PCR
andyss udng the RNA extracted from HEK cdls
transfected with cavedlin-2b (Fig. 4C, lane 1), caveolin-
2b plus mGlula receptor (Fig. 4C, lane 2) or caveolin-
2b plus cavedlin-1 (Fig. 4C, lane 3). Our results indicate
that the levds of cavedlinr2b mRNA, in al three cases
remaned a dmilar levels (Fig. 4C), which suggests that
the differences observed in cavedlin2b protein levels
may be due to an increese in  the dabilization of the

protein product.
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FIG. 5. Caveolin-1 and mGlula receptor recruit caveolin-2b tothe
plasma membrane. HEK-293 cells were transiently transfected with
caveolin-1 plus caveolin-2b (1), mGlula-flag receptor (2), mGlula-
flag receptor plus caveolin-2b (3), mGlula-flag receptor plus
caveolin-1 (4), caveolin-2b (5) or caveolin-1 (6). Cell surface
labeling was performed as described in “Materials and Methods”.
Crude extracts and biotinylated proteins were subsequently analyzed
by SDSPAGE and immunoblotted against mGlula-flag
receptor (F2Ab 1/200), caveolin-2b (1/250), cavedlin-1(1/5000) and
tubulin (1/200) to detect cell surface association of this proteins. The
arrows on the | eft indicate the position of molecular weight markers.

mGlula receptor expresson recruits caveolin-2b to
the plasma membrane in transently transfected
HEK-293 cells

As mentioned above, there ae severd dudies in
which caveolin-l has been involved in the recruitment of
cavedlin2 to the plasma membrane (Mora et d., 1999,
Parolini e d., 1999; Li e d., 1998). To get further
indgght into the caveolin-2b subcelular locdlizetion when
cotransfected  with  mGlula receptor, cdl surfece
proteins were  biotinylaled, usng a membrane
impermeant  biotin  edter.  Biotinylated proteins  were
isolated using streptavidin-agarose  affinity  precipitation.
The results show that caveolin-2b does not appear & the
cdl surface when expressed done (Fig. 5, lane 5), but it
does apper asociated with plasma membrane when
coexpressed with cavedlin-l (Fig. 5, lane 1). The surface
expresson of cavedlink2b is dso evident when it is
coexpressed with mGlula receptor (Fig. 5, lane 3). It
should be noted that the cdl surface expresson of
mGlula receptor or caveolin-l does not change when

coexpressad  with caveolin-2b. So, mGlula receptor as

wel as cavedlinll make possble the cdl  surface
expression of caveolin-2b.
Transfection
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FIG. 6. Caveolin-1 and caveolin-2b coimmunoprecipitate with
mGlula receptor. HEK-293 cells transfected with the indicated
cDNAs were solubilized and processed for immunopreci pitation with
anti-Flag antibody. Solubilized membranes (Crude) and
immunoprecipitates (IP Hag) were analyzed by SDSPAGE and
immunoblotted using anti-caveolin-1 antibody (1/5000), anti-cavedlin-
2 antibody (1/250) and F2Ab (1/200).

mGlula r eceptor coimmunoprecipitates  with
caveolin-1 and with caveolin-2b

So far, the change in the subcdlular digtribution of
caveolin2b  when coexpressed with mGlula  receptor

has been assumed to be due to an interaction between the

receptor  and  cavedlint2b. To andyze the possble
interaction of mGlula receptor with  caveolins,
coimmunoprecipitation  experiments in  HEK-293  cdls
transiently transfected with mGlula-flag

receptor, cavedlinl  and  cavedin-2b  were performed
(Fg. 6). Trandected cdls were solubilized and the
extracts were immunoprecipitated with an  anti-Hag
antibody to pull-down the mGlula-flag receptor and
subsequently the immunoprecipitates were analyzed by
SDSPAGE and immuncblotted using anti-cavedlincl or
anti-cavedlin2 antibodies. In cdls cotransfected with the
receptor and cavedlintl or cavedlin2b, the anti-Hag
antibody was able to coimmunoprecipiate a band of 22-
24 kDa corresponding to caveolin-l or a band of 18-20
kDa corresponding to caveolin-2b. Interestingly, when
caveolinl and cavedin2b were both cotransfectd with
the receptor, the anti-Flag antibody
coimmunoprecipitated  both  caveolin  proteins.  These
bands did not appear in immunoprecipitates from cells
trandfected only with mGlula-flag receptor, caveolin-1
or caveolin2b. Thexe resllts dearly confirm an intimate
interaction of mGlula receptor with both caveolins, an
interaction tha might explan mGlula receptor
association with low-density membrane fractions or lipid



rafts and its ability to modifiy caveolin-2b subcdlular
locdization.
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FIG. 7. Caveolin-1 regulates mGlula receptor constitutive activity.
HEK-293 cells transiently transfected with mGQulb-flagrecgptor (1),
mGlula-flag receptor (2), mGlula-flag receptor plus caveolin-1(3),
mGlula-flag receptor plus caveolin-2b (4), mGlula-flag receptor
and pretreated with BAY 36-7620 (5) or mGlula-flag receptor plus
caveolin-1 D61-100 (6) were |abeled overnight with myo-[*H]incsitol
and the basal inositol phosphate accumulation was then determined.
Results are means of three independent experiments. * P < 0.01
compared with HEK-293 transfected with mGlula receptor done **
P < 0.05 compared with HEK-293 cotransfected with mGlula
receptor and caveolin-1.

Caveolin-l suppresses the conditutive activity of
mGlula receptor

Due to the regulaory functions ascribed to caveolin,
the effect of caveolins in mGlula receptor 9gnding was
sudied. Dramdic differences were observed when the
inositol phosphate levels due to the conditutive activity
of mGlula receptor were measured. As described
previoudy by Mary e a., 1998,
mGlula receptor transfected in  HEK-293 cdls (Fig. 7,
2) increases the basd levels of inositol phosphate when
compared with mGlulb receptor (Fig. 7, 1), ancther
metabotropic  glutamate receptor type | with a much
shorter C-termind tail. This conditutive activity was
specific of the mGlula receptor as it could be abrogated
by the sdective non-competitive antagonist (or inverse
agonit) BAY 367620 (Fig. 7, 5 (Caroll et d., 2001,
Mdiller et d., 2000). Furthermore, cavedlinl has a
dmilar effect as the inverse mGlula receptor agoni,
BAY 36-7620, blocking the conditutive basd activity of
the receptor (Fig. 7, 3). Interestingly, the basd inostol
phosphate accumulation remained dmogt  invarigble
when the receptor was cotransfected with caveolin-2b
(Fig. 7, 4). The demongration of a relaionship between
the  mGlula receptor-caveolintl  interaction  and
regulation of receptor conditutive activity led us to
determine if the caveolin-l scaffolding domain, involved

in cavedlinl  protein-protein interactions, was
responsible for the inhibitory effect. For that purpose, a
cavelin’l mutant lacking the scaffolding domain (Cav-1
D61-100) was condructed (as described in Razani e d.,
2001). When mGlula receptor was cotransfected with
this mutant, it recovered more than haf of the basd
conditutive activity (Fig. 7, 6), suggesting tha the
cavedlinl scaffolding domain plays an important role in

regulating mGlula receptor agonist-independent
activity.
DISCUSSION

The results presented here show that mGlula
receptor  colocdizes, cofractionates in a low-density

fraction and coimmunoprecipitates with caveolin-l and
cavedlin2bin  trangently transfected HEK-293 cdls.
The interaction of mGlula receptor with caveolin-2b is
able to modify the latter's subcdlular distribution and the
interaction between mGlula receptor with caveolin-1
affects the receptor congtitutive activity.

In this study, the subcdlular digtribution of caveolin-
2b in trandfected HEK-293 cels has been shown to be
smilar to tha reported previoudy for this protein
(Fujimoto et d., 2001). The protein surrounds large
round gructures, which were labeled by Sudan Il and
were identified as lipid dorage organdles or lipid
droplets. Lipid droplets or lipid bodies, are described as
cytoplasmic dorage particles, which condst of a core of
neutral lipids, mainly tryglicerides and cholesterol egters,
surrounded by a phospholipid monolayer derived from
the endoplasmic reticlum (ER) (Tauchi-Seto et 4.,
2002). Cavedlin2b is an endogenous N termind
truncation of caveolin-2. Interegingly, engineered N
termina  deletion mutants of cavedlin-l, cavedlin2 and
cavedlin3 were dso shown to accumulae in lipid
droplets (Pol et d. 2001). Although the physiologica
role of cavedlin-2b surrounding lipid droplets is ill not
clear, some posshilities have been suggested, involving
roles such as choleterol homeodtass and intracelular
sgnding (van Meer, 2001, Brown, 2001). As shown by
Scherer et d. (1997), cavedlin-2b is expressed naturaly
in a variety of tissues and, even more, they showed an
increese in the protein expresson during adipocyte
differentiation. In this study, an increase in caveolin-2b
is obsarved when coexpressed with mGlula.
Interestingly, it has been recently shown that glutamate is
ale to upregulate cavedlin  expresson in  ra
hippocampa neurons (Bu et d, 2003). Cavedlin-2b is
aso shown to be no longer associated with lipid droplets
when cotrandfected with caveolin-1 or mGlula receptor,
being redirected to the plasma membrane. This is not due
to a disgppearance of lipid droplets when cdls ae
transfected with any of these proteins and could be
explaned in teems of a molecular interaction of caveolin-
2b with ether caveolinl or mGlula receptor. It seems
that interaction with any of these proteins dlows
caveolin2b to normaly enter in the exocytic pathway
and reach the cdl surface A direct interaction between



cavedlinl and cavedlin2 has dready been reported to
be responsble for the change in caveolin2 subcdlular
locdization from the Golgi complex to caveolae
membranes a the cdl surface (Mora & d., 1999; Paralini
e d., 1999 Li & d. 1998). Here, a Smilar pardldism
could be established between the mGlula receptor and
caveolin-2b.

A growing body of evidence suggests that G protein-
coupled or heptagpanning membrane receptors  signaing
involves the organization of receptors, G protens,
effectors and regulaory proteins  in membrane
microdomains such as lipid rafts or caveolee These
microdomains have been shown to recruit different
sgnding molecules, such as G proteins, Ras or PKC
(Smons and Ikonen, 1997; Hader and Smons1997),
thus serving a scaffold or  platforms where  the
interactions of receptors and ther signding effectors are
fecilitated. Interestingly, the Drosophila médanogaster
metabotropic  glutamate receptor  (DMGIURA),  expressed
in photoreceptor cels showed a binding of glutamate
strictly dependent on the presence of ergosterol, a sterol
andogue whose dructure closdly resembles that  of
cholesterol (Eroglu & d, 2002). Recently, it has been
demongtrated that in the absence of serols, the receptor
is trapped in the resting sate, no binding of glutamate,
and therefore is inactive. For the raft-associated receptor,
the active form is favored, and out of rafts the resting
form is favored (Eroglu e d, 2003). There is dso
evidence that suggest a direct role for caveolins in sgnd
transduction by functioning as direct regulaors of
sverd sSgnding molecules, induding G proteins and
kinasss (Schlegd and Lisanti, 2001; Rezani and Lisanti,
2001). In the present study, we were interested in the
functiond consequences that caveolin  expresson could
play in mGlula receptor functiondity. A dramdtic
inhibition of the conditutive activity of the receptor was
observed when it was cotransfected with caveolin-1 but
not with caveolin-2b, suggesting a cavedlin  subtype
specificity for this phenomenon.

Among group | meabotropic glutamate receptors,
mGlula, mGlusa and mGlusb have longer C-termind
domains than mGlulb, mGlulc and mGluld. Compared
with the short receptors, the long ones induce faster
incresses in intracellular C&?*, are activated by lower
concentrations  of agonig  and exhibit  conditutive,
agonig-independent  activity (Mary et d., 1998). Agonist
independent activity is a phenomenon not just redtricted
to a few wildtype heptaspanning membrane receptors
but, some naturally occurring receptor mutants linked to
discases dso display conditutive activity (reviewed in
Safat and Wenzd-Seifert, 2002). The results presented
here show that caveolinrl modulates the conditutive
activity of mGlula receptor. A smilar stuatiion has been
described for a mutant of type | seringlthreonine kinase
TGF-b receptor (Razani e d., 2001), whose conditutive
activity was inhibited by an interaction with caveolin-1.
As the number of reports showing conditutively active
receptors continues to grow, it would be interesting to
know whether changes in conditutive activity by
asociaion with cavedlin or caveolae is a common

mechanism of receptor regulation. If that would be the
cae, then caveolins would turn into regulatory proteins
controlling receptor condtitutive activity and, therefore,
the basd levd of dgnding within the cdl. Interestingly,
aperdaed differences in cavedlin expresson leves have
been described (Wheston e d., 2001). Although an
increase in both caveolinrl and cavedlin-2 expression is
observed in aging, a lower amount of these proteins is
found in the caveolin-enriched fraction. Furthermore, the
aility of caveolee to act as control stes of signd
transduction appears to be impared in aging cdls
implying that caveolae dtructures do not form properly
and that caveolins may play a role in age-rdaed
diseeses.  Interegtingly, a twice increase in the basa
inostol phosphate accumulation in driata dices of old
rats compared with younger ones has been reported
(Pintor e 4., 2000; Domenici e d. 2003), indicating
that the control exeted over s€gnding molecules by
regulatory proteins or regulatory subcdlular  domains
must be deteriorated in old animalstissues.

Also noteworthy is the fact that a least two other
protein families seem to be involved in contralling the
condtitutive activity of mGlula receptor. G protein
coupled receptor kinases 2 and 5 (GRK) overexpression
and subsequent phosphorylation of mGlula receptor dso
reduces its conditutive activity and protects aganst
excessive exdtotoxic mGlula receptor activation (Dae
et d., 2000). GRK mediated phosphorylation normally
leeds to receptor desenstization and down-regultion
reducing its ability to signd, a process that seems to
account for the effects that Dale et d.(2000) observed, as
both basdl and agonist stimulated phosphorylaion of the
receptor increased in the presence of GRK2. Homer
proteins, which bind directly to mGlula receptor C-
teemina tall, were adso shown to control receptor
conditutive activity in neurons (Ango & d., 2001). In
this case, disuption of the interaction usng Homer 3
atisense  oligonucleotides  induced basd  activity  of
endogenoudy expressed mGlula receptors in  neurons.
What is more, neurond excitaion and subsequent
expresson  of endogenous Homer 1a a dominant-
negative regulator of the interaction between the other
Homer protens and mGlula receptor, disrupted the
interaction between mGlula receptor and Homer 3,
reveding conditutive activity of the receptor. However,
conditutive mGlula receptor activity was not dtered by
cotrandfecting Homer 3 in HEK-293 cdls, indicating that
other partners of the receptor may be required for Homer
3-mediated prevention of receptor conditutive activity in
these cdls. The fact that three different protein families
are involved in the regulation of a single receptor reveds
the extraordinary fine-tuned control that is exerted over
receptor activity by the cel. Whether cavedlin, GRK and
Homer proteins regulate mGlula receptor independently
or in coordinate fashion is an issue that will need further
exploration in thefuture.

In conclusion, our data shows that mGlula receptor
associates with cavedlin proteins in HEK-293 cdlls and is
ale to modify caveolin-2b subcdlular digtribution from
lipid droplets to the cdl surface. Additiondly, caveolin-1



coexpresson  suppresses  receptor basa inogitol
phosphate accumulation. These results suggests that

mGlula receptor association with caveolins is involved
in the functiona regulation of the receptor, controlling its
basd activity and reveing a subtle regulaory mechanism

of  dluamaergic  transmisson  via  metabotropic
receptors.
EXPERIMENTALSMETHODS
Antibodies
The primay antibodies were  anti-b-tubulin

monoclona antibody (Clone TUB 21, Sigma), afinity
purified anti-Flag monoclond anttibody (Clone M2,
Sigma), dfinity purified anti-mGlul receptor polyclona
antibody F1-Ab (panr-mGluR1) (Ciruda and Mcllhinney,
1997), afinity purified anti-mGlula receptor polyclona
antibody F2-Ab (Ciruda e d., 1999), anti-caveolin-1
and anti-caveolin-2 antibodies (Transduction
Laboratories) and mouse  antti-transferrin receptor
antibody (Clone H684, Zymed). The secondary
antibodies were: horseradish-peroxidase (HRP)-
conjugated goat anti-rabbit IgG (Perce), horseradish
peroxidase  (HRP)-conjugated  rabbit  anti-mouse  1gG
(D&ko), AlexaHuord88-conjugated goat anti-mouse 1gG,
Texes red-conjugated goat anti-rabbit 1gG  (Molecular
Probes), FITG-conjugated goat anti-rabbit 1gG (Sigma)
and Cy3-conjugated donkey anti-mouse 1gG (Jackson).

RNA extraction and RT-PCR

Totd RNA wes isolaed from human bran or HEK-
293 cdls trandently transfected with the indicated
cDNAs, using the QuickPrep Totad RNA Extraction Kit
(Amersham) according to the manufacturer’s
indructions. c¢cDNA was obtaned usng a random
hexamer primer and SuperScript 11l Rnese H Reverse
Transcriptese (Gibco  BRL)  according  to the
manufacturer's protocol. The first-strand reaction mixture
was used for PCR amplification without further
purification. The primers for the human glyceradehyde-
3phosphate  dehydrogenase (GAPDH) were FGAPDH
(5-GCGGGGCTCTCCAGAACATCAT-3) and
RGAPDH (5-GGTGGTCCAGGGGTCTTACT CC-3).
Human cavedinl, cavedlin2a, and cavedlin2b cDNA
were amplified usng Tag DNA polymerase and the

following primers Fecavl (5-
TTGGAATTCATGTCAGGGGGCAAATACGTAGCA-
3), Rcavl 5-
ATCGAATTCTTATATTTCTTTCTGCAGGTTGATG-
3), Fcav2a (5-
GGGGTACCATGGGGCTGGAGACAGAGAA-3),

Fecav2b (5-
GGGGTACCATGGACGACGACTCCTACAGC-3)

and Rcav2 5-

GGGGTACCTATTCAATCCTGGCTCAGTT-3) The
amplified products were cloned into the EcoRI ste of the
pcDNA3.1 vector (Invitrogen) for caveolin-l and into
the Kpn | ste for the cavedlin-2 proteins. A mutant of
cavedlinl  lacking the  «cdffolding  doman  was
congructed (Cavl D61-100) usng a PCR-basd

mutegeness  gpproach. A firgd  amplification  was
conducted  with Fcavl and Recavimut (5-
GCAGACAGCAAGCGATCGTTGAGGTGTTTAGGG

-3) and a second amplification with Fcavimut (5-
CGCTTGCTGTCTGCCCTCTTTGG-3) and RCavl A
third PCR was conducted using as template the
overlgpping fragments from the two ealier PCRs and
FCavl and RCavl. The find product was cloned into the
EcoRI ste of the pcDNA3.1 vector. The sequences of the

cDNAs and their orientation in the vector were
confirmed by DNA sequending.
Cdll culture and transfection

HEK-293 cdls wee gown in DMEM (Sgma)

supplemented with 1 mM sodium pyruvate, 2 mM L-
gutaming, 100 U/ml penicillin'dreptomycin - and  10%
(viv) foetd bovine ssum (FBS) a 37°C and in an
amosphere of 5% COp. Cdls were passsged when 80

90% confluent. For the trandent expresson of proteins,
HEK-293 cdls growing in 25 flaks or 3 cn?
coverdips were trangently transfected with 3ug or 1ng
of DNA, respectivdy, by cadcium  phosphate
precipitation (Jordan et d. 1996). Hag tagged mGlula
and mGlulb receptor cDNAs have dready been
described (Ciruda et d., 2001). In order to keep the raio
of DNA in cotrasfections, pcDNA3.1 contaning LacZ
reporter was used to equilibrate the amount of tota
DNA. The cdls were harvested at either 24 or 48 hours
after transfection.

I mmunofluor escence

For immunocytochemistry, HEK-293 cdls
trandently trandfected (see above) were fixed in 4%
parsformadehyde for 15 minutes, and washed with
phosphate buffered sdine (PBS) containing 20 mM
dycine (buffer A) to quench the adehyde groups. Then,
cdls were permeshilized with buffer A containing 0.2%
Triton X-100 for 5 minutes. For lipid droplet saining,
HEK trandfected cdls were fixed and permeshilized with
a 70% (viv) ethanol solution saturated with SUDAN Il
(Sgma) for 1 hour a 4 °C. After either fixation method,
the cdls were blocked with buffer A containing 1%
BSA. Cdls were labeled for 1 hour a room temperature
with the indicated antibodies Coverdips were mounted
with Immuno Houre Mounting Medium (ICN). Confocd
microscope  observations were made with an Olympus
FV 300 confoca scanning laser microscope.

Cdl fractionation

HEK-293 cdls transfected with mGlula-flg
receptor, caveolinrl and cavedlin-2b were washed with
icecold PBS, scrgped, and placed into 2 ml of 500 mM
sodium carbonate, pH 11.0. Homogenization wes carried
out squentidly usng a loosefitting  Dounce
homogenizer (10 strokes), a Polytron tissue grinder (three
10 sconds bursts,  Kinematica GmbH, Brinkmann
Instruments), and a sonicator (three 20 seconds bursts;
Branson Sonifier 250, Branson Ultrasonic Corp.). The
homogenate was then adjusted to 45% sucrose by
addition of 2 ml of 90% sucrose prepared in MBS (25



mM Mes, 0.15 M NaCl, pH 6.5) and placed & the bottom
of an ultracentrifuge tube. A discontinuous 5 to 35%
sucroe  gradiet was formed above (4 ml of 5%
sucrose/4 ml of 35% sucrose both in MBS containing
250 mM sodium carbonate) and centrifuged a 105,000 ¢
for 16 to 20 hours in a SW41Ti rotor (Beckmen
Instruments, Pdo Alto, CA, USA). Gradient fractions of
1 m wee colected and andysed by SDSPAGE ad
Western-blot using antibodies agangt mGlula receptor
(F2-Ab,  5ng/ml), cavedinl  (1/5000), cavedlin-2
(1/250), tubulin (1/200) and transferrin receptor (1
ng/ml).

Immunopr ecipitation and Western-blot

Transfected HEK cdls were solubilized in ice-cold
lyss buffer (Tris buffered sdine, pH 7.4, containing
05% (viv) Nonidet P-40, 05% (v/v) Triton X-100 and
60 mM n-octylglucosde) for 30 min on ice axd
centrifuged & 13000 g for 20 minutes. Lysates were
incubated with a monoclond anti-Hag antibody (2
pg/ml) for 2 hours. Then 40ul of a sugpenson of protein
G crosslinked to agarose heads were added and the
mixture wes incubated ovenight. The beads were
washed twice with ice cold lysis buffer, twice with ice
cold lysis buffer containing 0.05 % (v/v) Nonidet P-40,
005 % (viv) Triton X-100 and 6mM n-octylglucosde,
once with ice cold Tris buffered sdine, pH 7.4, and
apirated  to dryness  with a 28gauge nexde
Subsequently, 30ul of SDSPAGE sample buffer was
added to exch sample Immune complexes were
dissocisted by hesting to 50°C for 10 minutes and
resolved by SDSpolyacrylamide gd eectrophoress in
15% gds Proteins were trandferred to PVDF membranes
(Immobilon-P, Millipore) usng a sami-dry transfer
system and immunoblotted using the primary antibodies
indicatled in each cae and horseradish-peroxidase
(HRP)-conjugated goat anti-rabbit 1gG and rabbit anti-
mouse IgG as secondary antibodies. The immunoreective
bands were devdoped with the  SuperSignd
chemiluminescent detection kit (Fierce).

Biotinylation of cell surface proteins
Transently transfected HEK-293 cdls were washed
three times in borate buffer (10 mM HBO,, pH 8.8; 150

mM NaCl) and then incubaed with 50 pg/ml Sulfo-
NHSLC-Biotin (Pierce) in borate buffer for 5 minutes a
room temperature. Cdls were washed three times in
borste buffer and again incubated with 50 pg/ml Sulfo-
NHSLC-Biotin in borate buffer for 10 minutes a room
temperature. 100 mM NHy4Cl was added for 5 min to

quench the remaining biotin. Cdls were washed in Tris
buffered sdine, solubilized in ice-cold lyss buffer (see
above) 30 minutes on ice and centrifuged a 13.000 g for
20 minutes. The supernatant was incubated with 80ul
Streptavidin-agaoe beads (Sgma) for 1 hour with
congtant rotation a 4°C. The beads were washed as
destribed  above for  immunoprecipitation  experiments.
The complexes were dissociated by adding 60 ml of
SDSPAGE sample buffer and hested to 50°C for 10
minutes, and then resolved by SDSpolyacrylamide gd

eectrophoresis on 6 % and 12% gds. The ges were run
and immunoblotted as described above.

Inosital Phosphate accumulation

Trangently transfected HEK-293 cdls were grown
overnight in inostol and glutaminefree DMEM (ICN),
containing  myo-[HJinositdl (5 pCi/ml)  (Amersham).
Cdls were incubated with 10 mM LiCl for 10 minutes.
Pretrestment with 10 mM BAY 36-7620 was conducted
15 minutes before incubation with LiCl. The inostol
phosphate (IP) production was dlowed to continue for
20 minutes and the assay was ended by perchloric acid
protein precipitation (5% perchloric acid; 30 minutes on
ice). The samples were neutrdized with neutraizing
buffer (4 M KOH, 1 M Tris, 60 mM EDTA), centrifuged
for 20 minutes at 13,000 g a 4°C, and the agueous phase
was loaded into a Poly-Prep chromatogrgphy column
(Bio-Rad) contaning 1 g of an anionexchange resn
(DOWEX 200-400 mesh, formate form). The totad IP
pool was duted according to the method of Berridge et
d. (1983) and the radioactivity was messured in a
Packard 1600 TRI-CARB <cintillation counter.
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RESUMEN Y DISCUSION



Resumen y discusion

La variedad de sefides que median los receptores acoplados a proteina G y su
gran potencia terapéutico los convierte en proteinas con un enorme interés para la
comunidad cientifica. Durante los Ultimos afios, € devado nimero de publicaciones que
hacen referencia a la dimerizacion de estos receptores rompe con € dogma tradiciona
segin € cud la estequiometria receptor:proteina G:astema efector era 1:1:1 (Bouvier,
2001). Siguiendo gemplos precedentes que demostraban la interaccion molecular 'y
funcional de receptores tales como € receptor a»-adrenérgico y € receptor muscarincio
M3 (Maggio et d, 1993) o la homodimerizacion del receptor b,-adrenérgico (Hebert et
a, 1996), nuestro grupo de investigacion ha abordado durante los dltimos afios €
esdudio de la homo- y heterodimerizacion de receptores de glutamato, adenosina y
dopamina. Edas interacciones son fundamentades para entender la variedad de cross
talk funciond que se ha observado entre receptores de neurotransmisores y
neuromodul adores.

En 1995, Ciruela et a. observaron la presencia de homodimeros del receptor A
de adenosina en geles de poliacrilamida. Esta era la primera vez que se observaba una
especie del receptor A; de peso molecular correspondiente d homodimero en cerebro,
lo que demostraba la relevancia fisologica que la especie dimérica puede jugar en la
funcionalidad del receptor.

Més recientemente, y en parte en d contexto de esta tesis, se ha determinado que
otro receptor de adenosing, € receptor Aa también es capaz de formar homodimeros
(Cands et a, 2003b). En € caso de los receptores acoplados a proteina G, € estudio de
U dimerizacion a nivd de la membrana plasmédica se antoja de vita importancia,
puesto que es en edta locdizacion subcelular donde € receptor gerce su funcion. La
homodimerizacion del receptor Aoa de adenosina a nive de la superficie cdular se ha
abordado siguiendo dos edrategias diferentes. En una primera ingancia se han redizado
marcgies con un éser de biotina impermegble a la membrana plasmética, permitiendo
ad dda las proteinas de la superficie cdular y andizarlas por western-blot. En estos
experimentos se observa un daro enriquecimiento de la forma diméica de receptor a
nivd de la membrana plaamdica La segunda aproximacion condste en la
determinacion de la formacion de homodimeros de A;a a nivd de la membrana
plasmética utilizando la técnica de TR-FRET (Time Resolved-FRET). Usando cdulas
fijadas pero no permeabilizadas y anticuerpos marcados con fluordforos dirigidos contra
epitopos extracdulares introducidos en la region N-termind del receptor, s ha
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observado la transferencia de energia entre los dos fluoroforos. Esta transferencia de
energia es indicativa de la proximidad entre ambos epitopos y por condguiente de la
dimerizacion del receptor. En conjunto, estos experimentos sugieren que € receptor Aa
de adenosina forma homodimeros y que éstos se encuentran en la membrana plasmatica

A nivd de heerodimerizacion, nuestro grupo de invedigacion también ha
aportado toda una serie de evidencias que ponen de manifieto la formacion de
heterodimeros entre receptores acoplados a proteina G, tanto a nivel molecular como
funcional. En un primer estudio (Ginés et d, 2000) s ha demostrado la colocdizacion
de los receptores A de adenosna y D; de dopamina en cultivos primarios de neuronas
corticales, asi como la formacion de heterbmeros de ambos receptores, ya que dichos
complgos pudieron ser coimmunoprecipitados en fibroblastos doblemente transfectados
con dichos receptores. De esta manera, resultados previos en los cuades se observaba la
pédida de estado de dta afinidad de receptor D; por la accion de agonistas de
receptor A; (Feré et d, 1994; Fuxe e al, 1998), se podrian explicar debido a una
interaccion  fidca entre ambos receptores que conllevaria un  desacoplamiento  del
receptor D; de su proteina G en estos heteromeros.

En un estudio de 1991 se demostré una interaccion farmacolOgica de carécter
antagonico entre receptores Ay de adenosina'y D, de dopamina en estriado (Ferré et d,
1991), donde € estado de alta afinidad del receptor D, se veia afectado por agonistas del
receptor Apan de adenosna. Dada esta relacion antagdnica, también se propuso
invesigar la posble heterodimerizacion de estos receptores. Mediante estudios de
colocdizacion y coimmunoprecipitacion (Hillion et d, 2002) y haciendo uso de nuevos
ensayos biofiscos (FRET y BRET) que permiten d esudio de la dimerizacion de
proteinas en cdulas intactas (Cands et a, 20033 se ha demostrado la formacidn de los
heterodimeros Aza/D,. También s ha mostrado @ efecto que tienen los ligandos de
ambos receptores en sus procesos de interndizacion y desensbilizacion, enfatizando
efecto que tiene la heterodimerizacion tanto en la funciondidad como en d tr&fico de
los receptores. Edtudios de moddage computaciond apoyan la hipotess de una
interaccion molecular directa entre los receptores Aa Y Do, la cud edtaria basada en la
interaccion electrostética entre resduos cargados negativamente del dominio C-termind
del receptor Apa y resduos cargados podtivamente de tercer bucle intracdular de
receptor D, (Cands e a, 2003a) Este modedo se ha corroborado mediante
experimentos de espectrometria de masas y pull-down utilizando péptidos y proteinas de
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fusdn de las regiones que d modelo computaciona predice como puntos de contacto
entre ambos receptores (Cirudla et d, 2003).

Las relaciones funciondes de los receptores de adenosna a nive dd ssema
nervioso centrd no se reducen dmplemente a interacciones con los receptores de
dopamina. También se han descrito casos de modulacion de la actividad de los
receptores metabotropicos de glutamato por agonistas de los receptores de adenosina
Por gemplo, la activacion del receptor A de adenosina comporta una aenuacion de la
transmison sndptica en hipocampo mediada por los receptores metabotrépicos de
glutamato (de Mendonca and Ribeiro, 1997). A mismo, se ha descrito una snergia
entre receptores de adenosina y metabotropicos de glutamato a nivel de la mohilizacion
de cdcio intracelular en cultivos de astrocitos corticdes (Tom and Roberts, 1999). En
este caso, la activacion de receptor A; de adenosina incrementa la cantidad de cacio
intracelular mobilizado por receptores metabotrépicos de glutamato de grupo .
Basindonos en estos precedentes, decidimos eucidar € mecanismo molecular
implicado en eda interaccion funciond. Mediante estudios de colocdizacion y
coimmunoprecipitacion en cdulas HEK-293 doblemente transfectadas asi como en
cerebro de rata se ha demostrado la formacion de complgos entre @ receptor A; de
adenosina y d receptor metabotrépico de glutamato Ja (mGlula) (Ciruda et a, 2001).
La interaccién entre ambos receptores no se da Unicamente a un nivel molecular, sno
también a un nivel funciond. En cdlulas cotransfectadas con ambos receptores se puede
observar una snergia en la movilizacion de cado intracdular producida por ambos
receptores cuando las células se habian pretratado previamente con agonistas dd otro
receptor. Ademés, en estudios de neuroproteccion a la excitotoxicidad producida por
NMDA redlizados en cultivos primarios de neuronas, la preincubacion smulténea de las
mismas con los ligandos de ambos receptores resulta en una neuroproteccion mucho
mas efectiva que cuando éstas se preincuban con los ligandos por separado. En este
edudio también se ha determinado que la region C-termind del receptor mGlula es la
responsable de la heterodimerizacion con € receptor A; de adenosina,

En la membrana plasmédica se encuentran diferentes tipos de microdominios
denominados refts, regiones de la membrana ricas en colesterol y edfingolipidos,
dtamente ordenados y con capacidad para reclutar ciertos componentes proteicos (Pike,
2003). Un tipo de raft lo condtituyen las caveolas, denominadas asi ya que las proteinas
gue las condituye son las caveolinas. Las caveolas, pequefies invaginaciones de la

membrana plasmética, contienen proteinas involucradas en la transduccion de sefid de
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muchos receptores de membrana y son capaces de mediar la interndizacion de dichos
receptores (Simons and Ikonen 1997, Harder and Simons 1997; Rybin et d, 2000). En
dos estudios paraelos se ha determinado la asociacion del receptor A de adenosina con
las caveolas, su interndizacion a través de estas vesiculas asi como la interaccion del
dominio C-termind del receptor con la caveolina (Ginés e d, 2001; Escriche e d,
2003). Ensayos de microscopia eectronica demuestran la locdizacion del receptor en
las caveolas y edtudios de fraccionamiento celular, una trandocacion dd receptor hacia
fracciones ligeras d activarse. Su internaizacion es sendble a drogas que bloguean la
interndizacion por rafts o caveolas, pero no asi con traamientos que inhiben la
internalizacion mediada por clatring, la ruta clésica de interndizacion de receptores
acoplados a proteina G. Estos resultados ponen en evidencia que procesos tan
importantes para € receptor A; de adenosna, como son su desenshilizacion y su
internalizacion inducidas por ligando, estan mediados por caveolas.

Teniendo en cuenta estos Ultimos resultados y dada la formacion de
heterodimeros entre los receptores A de adenosna y mGlula de glutamato, se planted
edtudiar la presencia del receptor metabotrépico de glutamato en caveolas, pudiendo ser
eda locdizacion subcdular d lugar fisco donde ocurre la heteromerizacion de estos
receptores. En cdulas BHK-la permanentemente transfectadas con € receptor
metabotrépico de glutamato la (MmGlula) se ha demostrado la asociacion del receptor
con fracciones ligeras de membrana enriquecidas en caveolina (Burguefio et d, 20033).
En dichas cdulas s ha demostrado la colocdizacion del receptor con la caveolina-1y
-2 endbgenas mediante técnicas de microscopia eectronica y confoca. A mismo,
experimentos de coimmunoprecipitacion demuestran una asociacion intima entre €
receptor y ambas caveolinas estudiadas, una interaccion que podria explicar la presencia
dd receptor en estas estructuras. Por Ultimo, en este estudio también se concluye que es
el receptor presente en estas estructuras € Unico capaz de activar la ruta de sefidizacion
de las MAP quinasas ERK 1/2, clésicamente descrita para estos receptores (Calabres et
a, 2001). Adi, teniendo en cuenta que € receptor mGlula se locdiza en caveolas y solo
transduce sefid a través de la via de las MAP quinasas ERK1/2 cuando esta presente en
fracciones de membrana ricas en caveoling, que se produce una interaccion molecular
de la caveolina tanto con € receptor mGlula como A; y que las caveolas son capaces
de organizar proteinas involucradas en sefidizacion, podriamos hipotetizar que en edtas

esructuras podria tener lugar la heteromerizacion funciond con d receptor A; de

170



Resumen y discusion

adenosna. Para poder confirmar esta hipotess todavia fatarian pruebas mas
concluyentes, como por gemplo la colocaizacion por immunogold de ambos receptores
en caveolas, asi como la coinmunopreci pitacion de ambos a partir de estas estructuras.

En un edudio pogerior (Burguefio et a, 2003b), se ha vudto a determinar la
asociacion del receptor mGlula con las caveolinas en cdulas HEK-293 transfectadas
con € receptor y la caveolina-1y -2b. En este segundo estudio se observa una peculiar
digribucion subcdular de la caveolina-2b  drededor de unas edtructuras lipidicas
conocidas como lipid droplets, como ya se ha descrito con anterioridad (Fujimoto et d,
2001). De manera interesante, la coexpresion de la caveolina-2b con € receptor cambia
la locdizacion subcdular de la primera, pasando de los lipid droplets a la supeficie
ceular. Este efecto es € mismo que produce la caveolina-1 sobre la caveolina-2 como
aparece descrito en estudios precedentes (Mora et a, 1999; Parolini et d., 1999; Li et
a., 1998). En edos trabgos se demuedtra la interaccion entre ambas caveolinas y se
conddera que, gracias a eda interaccion, la caveolina-2 es capaz de llegar a la
membrana plasmética donde colocdiza con la caveolina-1 en las caveolas.

Los lipid droplets son caracteristicos de los adipocitos, donde ocupan cas todo
e citoplasma Sin embargo, también se encuentran en otros tipos cdulares. El interior
de edas edructuras esta condituido completamente por lipidos neutros, principamente
triglicéridos y ésteres de colesterol, rodeados por una monocapa en la cua se encuentran
dgunas proteinas insertadas (van Meer, 2001; Brown, 2001). Se cree que estas
edructuras s generan a partir dd reticulo endoplasméico donde se sntetizan los
lipidos neutros. Estos se acumularian formando discos o estructuras esféricas en €
interior de la bicapa dd reticulo hasta que findmente se desprenden hacia € citoplasma.
Ogemeyer et d, (2001) sugieren que la caveolina dntetizada en € reticulo
endoplasmdico s dirige hacia los lipid droplets en formacion, favorecida por la
edructura tipica de las caveolinas con los extremos G y N-termind orientados hacia €
citosol y d dominio centra hidrofébico orientado hacia d interior dd lipid droplet.
Aungue los lipid droplets son estructuras bastante comunes dd citoplasma de las céulas
eucariotas, se sabe muy poco a cerca dd pape funciond que desempefian estos
organulos, asi como la funcion que las caveolinas pueden llevar a cabo en los lipid
droplets En un estudio reciente, Pol et d, (2003) demuestran que las caveolinas pueden
entrar y sdir de edas edructuras de manera dinamica. En este edtudio, también s

demuestra la acumulacion de caveolina enddgena en los lipid droplets en respuesta a la
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acumulacion intracdlular de lipidos. ES0 sugiere que la caveolina juega un papd tanto
en d trangporte de lipidos hacia o desde los lipid droplets, asi como en la homeodasis
generd de los lipidos intracelulares. Para d caso de la caveolina-2b y € receptor
mGlula, debido a que este Ultimo presenta Sete dominios transmembrana y dominios
hidrofilicos a ambos lados de su estructura, € receptor no se podria acomodar en la
monocapa de los lipid droplets Ademés, teniendo en cuenta que se ha demostrado que
ambas proteinas coimmunoprecipitan 'y que € receptor mGlula esta presente en
caveolas, cabria esperar que e receptor interaccionase con la caveolina-2b a nivd dd
reticulo endoplasmético, arrastrandola y permitiéndola entrar en la ruta exocitica hacia
lamembrana plasmética, aunque no se pueden descartar otros mecanismos.

Otro resultado importante obtenido en este segundo trabgo (Burguefio et d,
2003b) es la determinacion de la capacidad que muestra la caveolina-1, no asi la
cavedlina-2b, de controlar la actividad conditutiva que presenta d receptor mGlula .
En la bibliografia exigen suficientes evidencias que favorecen la idea de que la
caveolina tiene una funcion reguladora sobre proteinas involucradas en transduccion de
sefid (Schlegd and Lisanti, 2001; Razani and Lisanti, 2001), asi como de controlar
sefides que proceden desde la membrana plasmética y llegan d nlcleo (Razani et d,
2001). Todas estas evidencias sugieren un papel importante de la caveolina en @ control
funcional de ciertos receptores, en concreto, puede actuar regulando € estado basd o
congtitutivo de la sefidizacion mediada por estos receptores. De manera interesante, se
han descrito diferencias en los nivees de expresdn de la caveolina en funcion de la
edad (Wheaton et d., 2001). Aungue se observa un aumento en la expresiéon tanto de
caveolina-1 como de caveolina-2 con la edad, una menor cantidad de ambas aparece
aociada a las fracciones de membrana ligera o rafts lo que implicaria una menor
capacidad de las caveolas de actuar como lugares de control de la transduccion de sefid.
En ese sentido, las caveolinas pueden desempefiar un papd importate en
enfermedades degenerativas o relacionadas con la edad. En cortes de estriado de ratas
adultas se han descrito unos niveles basdes de inositoles trifosfato muy superiores a los
de ratas jévenes (Pintor et d., 2000; Domenici et d., 2003), indicando que € control
gque se gerce sobre moléculas de sefidizacion por proteinas reguladoras debe de edtar
deteriorado en animales adultos. S las proteinas encargadas de regular estos niveles

basaes pueden ser |as caveolinas queda todavia por determinar.
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Las evidencias edructurales y funciondes expuestas en los estudios anteriores
implican una relacion intima y reciproca entre € receptor mGlula y las caveolinas.
Dentro ddl dstema nervioso central se ha detectado la presencia de caveolinas en cdlulas
de la glia (Cameron et d, 1997) donde podrian llevar acabo una regulacion de los
receptores metabotropicos de glutamato expresados por estas cdulas. La presencia de
caveolinas en neuronas, Sn embargo, sigue sendo un tema de gran controversa. Aln
cuando € dogma edtablecido es que en neuronas N0 se expresan edtas proteinas
(revisado en : Suzuki, 2002; Maekawa et d, 2003), recientemente han aparecido
estudios que afirman lo contrario Schreiber et a , 2000; Braun and Madison, 2000; Bu
et d, 2003). Dado d gran potencid regulador que gerce la caveolina-1 sobre la
actividad conditutiva del receptor mGlula y la importancia dd pape que juegan estos
receptores metabotropicos en @ sgema nevioso centrd, € exclarecimiento definitivo
de la presencia 0 no de caveolinas y caveolas en neuronas se antoja como un objetivo de
gran importancia. Interesantemente, @ receptor mGlula heterodimeriza tanto con d
receptor A; de adenosina como con € receptor de cdcio (CaR; Gama et a, 2001). El
hecho de que tanto @ receptor mGlula de glutamato, € receptor A; de adenosina como
e receptor de cacio (Kifor et a, 1998) se asocian con microdominios de la membrana
plasmética enriquecidos en caveolas hace suponer que estos microdominios pueden
actuar como plataformas de sefidizacion donde estos receptores pueden concentrarse y
su interaccion puede verse favorecida.

En un estudio smilar d llevado a cabo para los receptores A; de adenosina y
mGlula de glutamato, se ha investigado la asociacion entre otro receptor de adenosing,
el Apa, Y otro receptor metabotropico de glutamato del grupo |, € receptor mGlub. Dada
la locdizacion smilar de ambos receptores en neuronas GABAérgicas edriatdes
(Hettinger et d, 2001; Teda et d, 1995; Smith et a, 2000) y la relacion funcional que
exide entre la adenosina y € glutamato en € edriado de rata (Ferré et d, 1999), la
interaccion entre estos dos receptores parece de antemano muy probable. De esta
manera, también s ha demodrado una interaccion tanto molecular como funciond
entre el receptor A de adenosina 'y € receptor metabotrépico de glutamato 5 (MGIu5)
(Ferré @ d, 2002). Edudios de colocdizacion y coimmunoprecipitacion en cdulas
HEK-293 doblemente transfectadas y en edtriado de rata han demostrado la formacion
de los heterdmeros de estos receptores. Curiosamente en este caso no se observa ninguin

tipo de efecto a nive de segundos mensgeros, ni Snergia ni antagonismo, perd s e
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observa un cdaro efecto sinérgico en la fodforilacion de las MAP quinasas ERK 1/2, asi
como a nivel de la trandocacion dd factor de transcripcion cfos hacia € nicleo cdular.
Esta snergia podria ser debida d cross-talk entre vias de sefidizacion independientes de
ambos receptores que convergerian a nivel de las MAP quinasas (Swestt, 2001).
Ademas, otros niveles de interaccion por encima de las MAP quinasas podria ser la
tirosna quinasa Src u otras enzimas que recientemente se ha demostrado que se activan
por receptores acoplados a proteina G a través de vias independientes de proteina G
(Heuss and Gerber, 2000).

Cuaquier tipo cedular expresa una gran variedad de receptores acoplados a
proteina G, muchos de los cuades pueden formar estructuras heteroméricas entre si. Sin
embargo, estos receptores utilizan un nimero muy reducido de dichas proteinas G para
transmitir su sefid, una Stuacion que podria desembocar en un crosstalk indeseado
entre diferentes vias de sefidizacion. Para evitar estos efectos indeseados, 10s receptores
Se organizan en unidades funciondes en diferentes regiones de la membrana plasmética
Una de estas organizaciones, como ya se ha comentado anteriormente, consste en la
locdizacion del receptor en determinados microdominios de membrana, los rafts o
caveolas, donde tanto € receptor como sus moléculas efectoras se encuentran
enriquecidas (Liu et d, 1997, Labrecque e a, 2003). Otra forma de organizacion
utilizada por los receptores, compatible con la anterior, consste en € uso por parte de
édos de proteinas de anclge. Estas proteinas congituyen € nicleo del complgo
multiproteico a cua se unen tanto @ receptor como sus proteinas efectoras. De edta
manera e conggue facilitar la transduccion de sefid y asegurar la especificidad de la
misma, como se ha descrito para € receptor metabotropico de glutamato mGlu7a 'y la
proteina PICK-1 (revisado en, Bockaert et al, 2003). De igud manera estas proteinas
pueden participar en d targeting de receptor asi como regular la funcién de mismo de
maneraaogérica(Li et a, 2000; Lin et a, 2001).

Con € objetivo de dentificar proteinas que interaccionan con € receptor Apa de
adenosina y que puedan ayudarnos a entender mejor tanto sus propiedades funcionaes
como su cgpacidad de formar homo- y heterodimeros, se han llevado a cabo
experimentos de doble-hibrido en levadura Edta técnica permite d edtudio de
interacciones de una proteina de interés con todo un gran repertorio de proteinas de una
manera rgpida y sencilla Actuamente ya exigen una gran cantidad de librerias de
diferentes tgidos y lineas cdulares comercides que se pueden utilizar en estos

experimentos. Se ha redlizado un screening de una libreria de cerebro con d domino G
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termina del receptor Aa de adenosing, dd cud, la a-actining, una proteina de union a
actina, ha aparecido como una posible candidata a interaccionar con € receptor Aga
(Burguefio et d, 2003c). La interaccion se ha confirmado mediante otras técnicas, como
por gemplo GST pull-down e immunoprecipitacion. También s ha determinado la
interaccion en edtriado de rata, 10 que sugiere que la interaccion entre € receptor y esta
proteina citoesquelética puede ser fisolégicamente rdevante. Dada la propiedad de la
a-actinina de unir acting, la interaccion con la a-actinina implica la asociacion dd
receptor con € citoesqueleto de actina. Esta asociacion con € citoesqueleto de actina
parece un prerrequisito para d fendmeno de clusterizacion del receptor producido por
ligando, ya que un mutante dd mismo con d dominio C-termind deeccionado, y que
por lo tanto no edaria ligado a citoesqueleto de actina mediante la a-actinina, no es
cgpaz de agregar en la membrana plasmdica una vez es activado. Un cierto nimero de
evidencias sugieren que € citoesqueleto de actina juega un pape importante en la
interndizacion de proteinas de membrana y que d uso de drogas que impiden la
adecuada polimerizacion de los filamentos de actina inhibe la interndizacion de
receptores de sete dominios transmembrana (Lamaze e d, 1997; Munn, 2001; Lunn et
a, 2000). El uso de una de edtas drogas, la citochdasina D, en cdlulas transfectadas con
el receptor Aoa conggue inhibir la interndizacion inducida por ligando agonisa. De
igud manera, la incubacion con ligando agonista no es cgpaz de hacer disminuir la
cantidad de receptor presente en la membrana cuando € receptor transfectado es €
mutante deleccionado del receptor Aza. Este resultado implica d domino Gtermind de
receptor Aza, Y la asociacion de este domino con la a-actining, con la interndizacion del
receptor inducida por ligando.

Todos estos resultados apuntan a una asociacion funcional entre € receptor Aa
de adenosina con d citoesqueleto de actina a través de la a-actinina, asociacion que
edaria involucrada en la cuderizacion e interndizacion del receptor. No se pueden
descartar otras implicaciones funcionales de la interaccion, tales como efectos directos
en la capacidad de sefidizacion del receptor, como es € caso de receptor D, de
dopamina y la filamina A, otra proteina de union a actina (Li et d, 2000). La
interaccion entre la a-actinina-2 y la subunidad NR1 de los receptores NMDA se ha
demostrado en corteza y edtriado de rata, especidmente en este Ultimo donde tanto la a -
adtinina-2 y & receptor Axa e acumulan (Dunah et d, 2000). De igud manera, s ha
descrito que en neurones de estriado de rata los receptores de NMDA se inhiben por
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agonistas del receptor A,a. Edta inhibicion es dependiente de un citoesqueleto de actina
intacto, ya que d tratamiento con un agente despolimerizante de los filamentos de
acting, la citochdasna B, previene la inhibicion de los receptores de NMDA mediada
por agonistas de € receptor Apa (Wirkner et a, 2000). Por lo tanto, es mas que probable
gue la relacion functiona entre ambos receptores esté mediada por € citoesqueleto de
actina y més concretamente por la a-actining, Sendo esta proteina e scaffold o punto de
anclg e necesario para que se dé lainteraccion.

El conjunto de estudios descritos han permitido establecer las bases de unas
relaciones moleculares y funcionales entre receptores de adenosina, metabotropicos de
glutamato y de dopamina. Dichas rdaciones tienen importantes implicaciones en
enfermedades taes como @ Pakinson, la esquizofrenia o la addiccion a drogas de
abuso. La interrdlacion funciona entre estos receptores permite e disefio de nuevas
edrategias y/o famacos para € tratamiento de dichas enfermedades. Estos nuevos
fadmacos pueden disefiarse para dafectar tanto la formacion de complgos
receptor/receptor como para modular la funcién de dichos complejos proteicos. (Agndi
et a, 2003). También se pueden disefiar nuevos farmacos basandose en las propiedades
Unicas de los lugares de unién de ligandos agonistas d complgo heterdmero. Ya se ha
discutido anteriormente la posbilidad de disefiar compuestos diméricos capaces de
interaccionar smultaneamente con los dos lugares de union dd heterdmero (Franco et
a, 2000). Estas drogas tendrian una mayor especificidad por los receptores presentes en
e complgo, permitiendo disminuir las concentraciones de administracion y por lo tanto
minimizar |os efectos secundarios.

Haciendo uso de las nuevas tecnologias se han abordado cuestiones tan
importantes tales como que las interacciones entre receptores pueden ser directas y S
édas tienen lugar a nivel de la membrana plaamédica. Para un futuro inmediato queda
contestar 9 los receptores pueden estar organizados en estructuras superiores (por
gemplo, trimeros, tetrdmercs,...). Otro punto de gran interés es @ estudio del efecto de
los ligandos de dichos receptores en su estructura macromolecular. Por gemplo, se ha
descrito que ligandos agonistas son capaces de clusterizar € receptor A de adenosina
presente en la membrana plasmética (Hillion e a, 2002; Burguefio e d, 2003c), sn
embargo, ningln efecto se observa en su capacidad de dimerizar (Canals et a, 2003b).
De esta manera Franco et a, (2003) han propuesto un modelo con dos niveles de
regulacidn. Un primer nivel, en @ cud la regulacion entre diferentes receptores se daria

de manera directa a través de cambios conformacionaes de un receptor que afectarian a
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otro que estuviera interaccionando directamente con €. El segundo nivel de regulacion
s daria a través de interacciones indirectas entre diferentes complgos oligoméricos de
receptores, complgos que edarian modulados por la agregacion o cluderizacion
inducida por ligando. En este Ultimo caso, los lipidos de membrana y las proteinas
scaffolding tendrian un papel muy importante en las interacciones receptor-receptor,
pudiendo favorecerlas o defavorecerlas en funcion de la Stuacion. Un gemplo
representativo puede ser la segregacion de receptores en las caveolas. Aquelos que
puedan asociarse con estos microdominios veran favorecida su interaccion. Otro
gemplo lo condituyen las proteinas de anclge d citoesqueleto. Asi, los receptores se
localizaran proximos entre si debido a su anclge a la membrana plasmatica mediado por
dichas proteinas. Todas estas interacciones, ya sean directas (primer nivel de
regulacion) como indirectas (segundo nivel de regulacion) conllevaran un eevado grado
de control de la sefidizacion.

Teniendo en cuenta la gran cantidad de interacciones moleculares en las que
participan los receptores acoplados a proteina G, € estudio de estos receptores no se
debe abordar considerdndolos como unidades independientes. Mas bien, debemos
integrarlos en un entorno en € cud gobiernan su transduccion de sefid las interacciones
con otros receptores, proteinas estructurdes, microdominios de membrana, enzimas y

otros componentes celulares que con € tiempo irén apareciendo.

177



CONCLUSIONES



Conclusiones

A. Homo- v heterodimerizacion de receptores acoplados a proteina G

1.- Se ha demostrado la interaccion molecular y funciona entre los receptores A
de adenosna y mGlula de glutamato y entre los receptores A de adenosnay mGlus
de glutamato tanto en sistemas heterdlogos de expresion como en cerebro de rata.

2.- La interaccion molecular entre los receptores Apn de adenosna y D, de
dopamina estd mediada por € dominio Gtermina de receptor de adenosna y € tercer
bucleintracelular ddl de dopamina

3.- El receptor Aya de adenosna se expresa en la membrana plasmética como

homodimero.

B. Scaffolding proteins

B.1 Microdominios de membrana (lipid raftsy caveolas)

1.- En cdulas BHK-1a permanentemente transfectadas con d receptor mGlula
de glutamato, éste se asocia con microdominios de membrana ricos en colesterol o lipid
rafts colocdiza e interacciona con la caveolina-1 y la cavedina-2 y se encuentra
locdizado en caveolas. La cascada de sefidizacion dd receptor mGlula de glutamato
qgue involucra la activacion de las MAP quinasss ERK 1/2 s encuentra en los
microdominios o fracciones de membrana ricos en colesterol y caveolina.

2.- La cavedlina-2b edta locdizada en acimulos lipidicos intracelulares o lipid
droplets cuando se expresa en céulas HEK. El receptor mGlula de glutamato es capaz
de modificar la locdizacion subcdlular de la  caveolina-2b desde los lipid droplets a la
supeficde cdular. La caveolina-1 inhibe la actividad condtitutiva o basd del receptor
mGlula de glutamato.

B2. Proteinas citoesquel éticas

1.- El receptor App de adenosina esta anclado d citoesqueleto de actina através de
lainteraccion de su dominio C-termind con la proteina de union a actinaa -actinina.

2.- Lainterndizacion y cluderizacion de receptor Aoa de adenosina estd mediada
por su dominio C-terminal y depende de un citoesquel eto de actinaintacto.
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