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Introduccion

1. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G

1.1. Caracteristicas generales

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen el mayor grupo de
receptores de superficie celular implicados en la transduccion de sefiales (Gudermann et
al., 1997). A su vez, representan una de las mayores familias de proteinas en el genoma
de mamiferos. Los estudios mas recientes indican la presencia de 720-800 genes de
GPCR humanos, lo que representa alrededor del 2% del genoma (Jacoby et al., 2006;
Fredriksson et al., 2003).

Biogenic amines Amino acids and ions
Naradrenaline, Glutamate, Ca2+, Lipids
dopamine, GABA ____ LPA, PAF, prostaglandins, leukotrienes, anandamine, S1P

5-HT, histarmine,
acetylcholine _____ Peptides and proteins
/ Angiotensin, bradykinin, thrombin, bombesin, FSH, LH, TSH, endorphins

T Others

Light, odorants, pheromones, nucleotides, opiates, cannabinoids, endorphins
G—protem—mde pendent

effector molecules

lon channels, Biological responses

Pl3Ky, PLC-B, Proliferation, differentiation,

adenylyl cyclases development, cell survival,
angiogenesis, hypertrophy,
cancer

GTP GTP GTP GTP Gene expression
Adenylyl cyclases, PLC-B, Adenylyl cyclases, RhoGEFs, Q regulation
inhibition of cAMP~ DAG,  increase incAMP  Rho R G.
production, ca®*, concentration W i
ion channels, PKC S~ >
phosphodiesterases, TT——— " Transcription Nueleus
phospholipases factors

TRENDS in Fhamiacs EITH Boiences

Figura 1. Estructura general de un receptor acoplado a proteina G mostrando los mecanismos de sefializacion
celular responsables de las diversas funciones bioldgicas. (Extraido de Marinissen, 2001)

Estos receptores presentan una estructura de 7 hélices a que atraviesan la membrana
conectadas por tres bucles intracelulares y tres extracelulares, quedando el dominio N-
terminal orientado hacia el medio extracelular y el C-terminal hacia el intracelular (Fig.
1). Se activan por una gran variedad de ligandos tanto endégenos como exdgenos, entre
los que se incluyen hormonas y neurotransmisores peptidicos, aminas biogénicas,
lipidos, nucledtidos, iones, moléculas de olor y fotones de luz, entre otros. Controlan
multitud de funciones y procesos bioldgicos clave como la proliferacion, la

supervivencia celular, el metabolismo, la secrecion, la diferenciacion, las respuestas
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inflamatorias e inmunes o la neurotransmisién (Marinissen y Gutkind, 2001; Gether,
2000).

Los receptores acoplados a proteina G deben su nombre a su interaccién con las
proteinas G heterotriméricas, constituidas por las subunidades o,  y y. La union del
ligando al receptor, induce cambios conformacionales que se transmiten desde el
receptor a la proteina G que hacen que la subunidad o libere GDP y una GTP. El
mecanismo mas comunmente aceptado es que este intercambio de GDP por GTP
desestabiliza el trimero y permite la disociacion de las subunidad G,-GTP del dimero
By. La proteina G a través de G,-GTP, del dimero By o de ambos, interactiia y modula la
funcién del efector. La sefial termina cuando la actividad intrinseca GTPasa de Ga
hidroliza el GTP a GDP y fosfato (Bourne et 4l., 1991). Entre los sistemas efectores
modulados por GPCR destacan la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C y D, los canales
10nicos y sistemas antiporte de la membrana plasmatica (Hamm, 1998). La complejidad
de la sefializacion de los GPCR ha sido realzada por datos que indican que estos
receptores pueden actuar no solo a través de la proteina heterotrimérica G sino que
también actuan por mecanismos independientes de la proteina G (Daaka et al., 1998;
Lefkowitz, 1998).

Ademas del acoplamiento y activacion de la proteina G, la unién de un agonista a un
GPCR inicia un proceso de feedback negativo conocido como desensibilizacion. Este
proceso disminuye la sefializacidn del receptor y evita los posibles efectos perjudiciales
de una excesiva estimulacion celular. El mecanismo de desensibilizacion empieza
generalmente por la fosforilacion del receptor, por parte de quinasas intracelulares no
especificas de receptores o especificas de GPCR (GPCR kinase, GRK), inducida por la
unioén del agonista. Los GPCR fosforilados reclutan la proteina citosélica arrestina. Este
complejo (receptor fosforilado/arrestina) previene el acoplamiento del receptor a su
proteina G, reduciendo la capacidad de sefializacidn del receptor. La resensibilizacion se
desencadena por la internalizacion del receptor desacoplado a los compartimentos
endosomales, lo que permite la sefializacion del receptor por vias independientes de la
proteina G (Daaka et al., 1998; Letkowitz, 1998) y facilita la desfosforilacién del
receptor por una proteina fosfatasa y el reciclaje hacia la superficie celular o la

degradacion (Metaye et al., 2005).
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1.2. Clasificacion de los GPCR

Los GPCR se han clasificado segun diferentes sistemas. Uno de los mas clasicos es el
sistema Kolakowski (Kolakowski, Jr., 1994) en que se clasifican los GPCR en 6
familias (A-F) segun su estructura y caracteristicas genéticas. En la figura 2 se ilustran

las tres familias mayoritarias.

Family A

Figura 2. Las tres principales familias de GPCR. Los puntos resaltados en un color diferente representan
residuos conservados entre los miembros de cada familia (Extraido de George et al., 2002)

La familia A contiene el 90% de todos los GPCR, siendo la mas grande y la mas
estudiada e incluye a receptores de una gran variedad de hormonas y neurotransmisores.
La homologia global entre los receptores de esta familia es baja y restringida a un
nimero de residuos altamente conservados. Los receptores se caracterizan por tener un
puente disulfuro que conecta el primer y segundo bucle extracelular. Muchos receptores
de esta familia tienen una cisteina palmitoilada en la cola C-terminal que sirve de
anclaje a la membrana plasmatica (Figura 2 zigzag naranja). El estudio de la estructura

cristalografica de la rodopsina (Palczewski et al., 2000) indica que los dominios



Introduccion

transmembrana estan inclinados y enroscados debido a la presencia de aminoacidos
como la prolina que deforma el dominio helicoidal transmembrana. En estos receptores
el ligando se une normalmente a una cavidad formada por los dominios transmembrana,
aunque para alguna subfamilia de receptores de péptidos pequeiios el reconocimiento se
produce a nivel de los bucles extracelulares y del dominio N-terminal (George et al.,

2002; Jacoby et 4l., 2006).

La familia B incluye aproximadamente 50 receptores diferentes para una variedad de
hormonas peptidicas y neuropéptidos, como la calcitonina o el glucagon. La principal
caracteristica de esta familia es un extremo amino terminal relativamente largo
(aproximadamente 100 residuos) que contiene varias cisteinas que forman una red de
puentes disulfuro (Ulrich et al., 1998). Asi, los ligandos peptidicos son reconocidos por
el extenso dominio N-terminal de estos receptores (George et al., 2002; Jacobyet al.,

2006).

Por ultimo, la familia C incluye a los receptores metabotropicos de glutamato, los
receptores sensibles a calcio y los receptores de acido y-aminobutirico B (GABAB).
Estos receptores se caracterizan por tener unos dominios C-terminal y N-terminal
excepcionalmente largos (500-600 aminoécidos). La estructura del lugar de unién
(representado en la figura 2 en amarillo) se ha deducido mediante estudios de
cristalografia del extremo N-terminal del receptor metabotropico de glutamato
solubilizado y unido a glutamato. Se ha visto que forma un dimero unido por puente
disulfuro (Pin et al., 2003) y que actia como la planta carnivora Venus, es decir que
puede abrirse y cerrarse en el proceso de union del ligando. Excepto por las dos
cisteinas conservadas en los bucles extracelulares 1y 2, respectivamente, que forman un
puente disulfuro putativo, esta familia no tiene ninguna caracteristica comun con las
familias A y B. Una caracteristica unica de los receptores de la familia C es que el tercer
bucle intracelular es corto y altamente conservado y, al igual que en la familia B,
tampoco se conoce la orientacion de los dominios transmembrana (George et al., 2002;

Jacoby et al., 2006).

Aunque la clasificacion A-F estd ampliamente aceptada, Fredriksson y colaboradores
(Fredriksson et 4l., 2003) efectuaron el primer estudio filogenético de toda la

superfamilia de GPCR en el genoma de mamifero, proponiendo una clasificacion mas
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detallada. En sus andlisis se muestra que hay 5 familias principales para los GPCR
humanos: Glutamate, Rodopsin, Adhesion, Frizzled/Tasted? y Secretin (la clasificacion
GRAFS, basada en sus iniciales) y que dentro de cada familia los receptores comparten
un origen evolutivo comun. Tres de estas familias, rodopsina (A), secretina (B) y
glutamato (C) corresponden con la clasificacion A-F, mientras que las otras dos
familias, adhesion y frizzled, no estan incluidas. En esta clasificacion la superfamilia de
la rodopsina sigue siendo la mayor, y se ha dividido en 4 grupos principales con 13
ramas distintas. Los autores de este nuevo sistema de clasificacion defienden la teoria de
que los receptores acoplados a proteina G surgieron a partir de un Unico predecesor
comun, que evoluciond a través de duplicaciones génicas, evolucionando desde la
mayor simplicidad en cuanto a sus origenes a la enorme complejidad que muestra la
superfamilia de estos receptores en la actualidad. La enorme diversidad que alcanza esta
superfamilia de proteinas de membrana da a entender el gran papel que juegan en la

fisiologia de cualquier organismo.

1.3. Oligomerizacion de los GPCR: papel funcional de la dimerizacion

Histéricamente, el modelo de funcionamiento de los GPCR describia a estos receptores
como monomeros que se unian a su correspondiente proteina G en una proporcion 1:1.
Asi, se consideraba que tras la union de su ligando correspondiente, en el receptor se
producian Uunicamente interacciones intramoleculares que daban lugar a las
conformaciones “activa” e “inactiva”. Sin embargo, en la actualidad se ha aceptado que
las interacciones intermoleculares con otras proteinas, y muy destacablemente con otros
GPCR, son una caracteristica comun de estos receptores. Esta forma de organizacion
puede presentar caracteristicas diferentes de las de los mondmeros constituyentes y esta
implicada en su funcionalidad a diferentes niveles, desde la modulacién de la expresion
del receptor en la superficie celular hasta el hecho de conferir nuevas propiedades
farmacologicas a los receptores expresados en el dimero. La disponibilidad de un gran
numero de técnicas para el estudio de la dimerizacion de GPCR ha facilitado
enormemente la investigacion de su papel en la regulacion de estos receptores. Esto ha
proporcionado una nueva perspectiva para considerar cual es la unidad de sefializacion
de los GPCR, asi como para el desarrollo de ligandos que actuan a través de este tipo de

complejos.
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a Ontogenesis b Pharmacological diversity © Signal transduction d Internalization
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Figura 3. Relevancia fisioldgica de la heterodimerizacion de GPCR. Ejemplos de la influencia de la
interaccion entre dos GPCR diferentes en su funcionalidad final, afectando a la expresion en la superficie
celular, la afinidad por ligandos (L), la transduccion de la sefial por proteina G (G) o el mecanismo de
internalizacion. (Diseflada por M. Bouvier para Ellis, 2004)

Aunque en muchos casos la relevancia fisiolégica no se conoce completamente,
diversos estudios llevados a cabo en sistemas de expresion heterélogos han sugerido
distintos papeles funcionales para la oligomerizacion de GPCR (Fig. 3). Por ejemplo, la
oligomerizacion puede estar implicada en la ontogénesis de los GPCR, es decir, en el
control de calidad del plegamiento y de la destinacién a la membrana de receptores
sintetizados de novo. Asimismo, en algunos casos se ha observado una regulaciéon de la
formacidn/separacion de oligdmeros presentes en la membrana plasmética mediada por
ligando. También se ha constatado que la oligomerizacion confiere diversidad
farmacologica, ya que la dimerizacién posibilita al ligando de un receptor influir en la
union de otro ligando al segundo receptor dentro del dimero (Ferre et al., 2007¢; Franco
et al., 2008). La oligomerizacion también puede modificar las propiedades de
sefializacidon de un determinado ligando afectando la selectividad de interaccion entre el
receptor correspondiente y su proteina G, resultando en una potenciacidn, atenuacion o
acoplamiento con otra proteina G. Finalmente, también se ha visto que la
oligomerizacion puede alterar el patrdn endocitico para un determinado receptor

(Terrillon y Bouvier, 2004).
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Una de las observaciones mas significativas para indicar que la dimerizacién de los
GPCR puede ser importante en el correcto plegamiento del receptor y su transporte a la
superficie celular proviene de los estudios del receptor GABAgp. Tres estudios
publicados simultdneamente en 1998 (Jones et al., 1998; Kaupmann et al., 1998; White
et al., 1998) demostraron que la coexpresion de dos isoformas del receptor GABAg,
GABAg; y GABAg;, era un prerrequisito para la formacién de un receptor funcional en
la superficie celular. Cuando se expresan separadamente, la isoforma GABAg; es
retenida intracelularmente en el RE como una glicoproteina inmadura, sin embargo, la
isoforma GABAg; es transportada a la superficie celular pero no puede unir GABA ni
iniciar la transduccién de la sefial. La dimerizacion de GABAg;/GABAR,, a través de
interacciones coiled-coil del extremo carboxi terminal, enmascara la sefial de retencion
en el reticulo endoplasmatico (RE), por lo tanto permite el transporte del receptor desde
el RE a la membrana plasmatica como dimero funcional.

En estudios posteriores, se demostr6 que GABAg; sirve como una chaperona que es
esencial para el apropiado plegamiento y transporte a la superficie celular de GABAg;
(Margeta-Mitrovic et al., 2000). Estas evidencias, junto al hecho de que un mutante de
la isoforma GABAg; con capacidad de alcanzar la membrana plasmatica tampoco es por
si s6lo capaz de iniciar la transduccion de sefial, sugieren que el heterodimero es la

unidad funcional (Margeta-Mitrovic et 4l., 2000).

Los estudios de unién de ligando han dado algunas pistas de la relevancia fisiologica de
los oligomeros de GPCR, ya que la formacidn de estos complejos puede resultar en la
generacidn de sitios de union de ligando con nuevas propiedades. El primer caso de un
heterodimero con propiedades diferentes a las de los receptores constituyentes fue el
formado por los receptores k- y d-opioides (Jordan y Devi, 1999). El heterodimero k-9-
opioide no muestra alta afinidad por la union de ligandos selectivos de los receptores k-
y d-opioide, pero si presenta alta afinidad por ligandos selectivos parciales. Los estudios
con el heterodimero p-o-opioide también demostraron cambios similares en las
propiedades de los sitios de unidn, ya que el tratamiento con un antagonista especifico
de uno de los receptores del dimero provoca un incremento tanto en la potencia como en
la eficiencia de la sefializacion del otro receptor del dimero, mientras que el tratamiento
conjunto con agonistas de ambos receptores da lugar a una potenciacidn sinérgica de la

sefial mediada por el heterémero (Gomes et al., 2000).

11
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Se ha demostrado que los receptores de dopamina D; y D, forman heteromeros en
células transfectadas (Lee et al., 2004). Los receptores D; estan acoplados a proteina Gg
mientras que los D, estan acoplados a proteina G;. De manera interesante, cuando los
receptores D;-D, forman el heteromero en lugar de acoplarse a G5 o G; se acoplan a una
proteina G heterotrimérica diferente, Gg/11. De hecho, la dopamina cuando activa al
receptor D; y D, en el heterémero no da lugar a la sefializacion via AMPc y PKA sino
que moviliza calcio y activa la calmodulina quinasa. Recientemente, el mismo grupo ha
demostrado que estos heterdmeros existen in vivo y que su activacion lleva a la

activacion de la calmodulina quinasa en el nucleo accumbens (Rashid et al., 2007).

Existen evidencias que indican que es el dimero el que interacciona con una Unica
proteina G y que la dimerizacion es un prerrequisito para la activacion de la proteina G,
como en el caso del receptor de leucotrieno B4 (Baneres y Parello, 2003). A este
respecto es interesante conocer si la union del agonista a una subunidad simple o a
ambas subunidades de un dimero es suficiente para la activacion de la proteina G.
Recientemente se ha descrito que la ocupacion con un agonista de una simple subunidad
del dimero es suficiente para la activacion de la proteina G, resultado consistente con
varios estudios que demuestran transcomplementacion entre un receptor defectuoso en
unidn de ligando y un receptor defectuoso en activacion de la proteina G (Carrillo et 4l.,
2003). Estudios recientes con el receptor de glutamato, demostraron que sélo una
subunidad del receptor por cada dimero puede alcanzar un estado activo completo al
mismo tiempo (Goudet et al., 2005; Hlavackova et al., 2005), lo que ha llevado a
proponer que la proteina G es la responsable de este funcionamiento asimétrico de un
dimero. Damian y col. publicaron la primera demostracion experimental de esta
propuesta analizando el dimero del receptor de leucotrieno BLT1 (Damian et al., 2006),
los datos demostraron que la proteina G es responsable de la conformacién activa
asimétrica del dimero del receptor de leucotrieno BLT1 y que el desacoplamiento de la
proteina G, a través de la adicion de GTPy[S], lleva a un dimero simétrico con los dos

receptores activados.

Es importante destacar que los receptores que componen un heterodimero pueden tener
diferentes mecanismos de internalizacidn, y la heteromerizacion puede también modular
las propiedades de trafico de los GPCR inducidas por agonista. Este es el caso del

heterodimero de los receptores de somatostatina SSTR1 y SSTRS que es internalizado a
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pesar de la resistencia a la internalizacion que presenta el monomero SSTRI
(Rocheville et al., 2000). La mayor parte de la familia A de receptores acoplados a
proteina G responde al agonista con la rdpida internalizacién del receptor desde la
superficie celular y hay estudios que indican que el receptor internaliza como dimero u
oligdmero (Yesilaltay y Jenness, 2000), mas aun, se ha demostrado que la
internalizacion de un GPCR puede ser modulada por la heterodimerizacion (Breit et al.,

2004; Torvinen et al., 2005).

2. RECEPTORES DE ADENOSINA

2.1. Caracteristicas generales y clasificacion

La adenosina es un importante neuromodulador implicado en una gran variedad de
actividades cerebrales. Es secretada por la mayoria de células del sistema nervioso
central, incluyendo neuronas y células gliales, y modula la actividad nerviosa actuando
pre-, post- y/o extrasindpticamente. Lleva a cabo sus funciones a través de la interaccion
con diferentes receptores de membrana acoplados a proteina G. Estos receptores se han
clasificado en base a sus propiedades moleculares, bioquimicas y farmacolédgicas en 4

subtipos: los receptores A, Axa, Ao Yy As (Ribeiro et al., 2002) (Fig. 4).

La adenosina lleva a cabo la neuromodulacion a través de la activacion de sus
receptores de alta afinidad: A; y Aza. E1 Ayp y el Az son receptores de adenosina de baja
afinidad por lo que su activacién puede ser relevante en condiciones en las que la
concentracion de adenosina se ve incrementada de forma notoria. Se puede considerar a
la adenosina como un modulador de la actividad nerviosa, que con pequefios efectos
sincroniza las actividades neuronales, controlando la transmisién y plasticidad sindptica
(Ribeiro et al., 2002). Los receptores de adenosina participan en distintos procesos
como suefio, vigilia, aprendizaje, memoria, dafio neuronal, neurodegeneracidon y
maduracion neuronal. Estas funciones pueden tener implicaciones en enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson, o en la epilepsia, episodios de
hipoxia/isquemia e incluso en la adiccidon a drogas, donde el control del grado de
activacion de los receptores de adenosina puede tener muchas aplicaciones terapéuticas

(Ribeiro et al., 2002).
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Figura 4. La familia de receptores de adenosina, indicando los lugares de glicosilacion del segundo bucle
extracelular (ECL2) y la cola N-terminal, en el caso del receptor A; (Extraido de Ribeiro et al., 2003)

El grado de homologia entre los receptores de adenosina es bajo, del orden del 45%
(Pierce et al., 1992; Stehle et al., 1992). Al igual que para otros GPCR, la mayor
homologia tiene lugar en las regiones transmembrana, que se cree estdn proximas entre
si formando el centro de unién del ligando conjuntamente con la zona hipervariable
correspondiente a la mitad N-terminal del segundo bucle extracelular (Fredholm et al.,
1994; Rivkees, 1994). La interaccion con la proteina G tiene lugar basicamente en el
tercer bucle intracelular y en el extremo C-terminal. Los receptores de adenosina
presentan secuencias consenso de fosforilacion en los dominios intracelulares. Esta
fosforilacién esta implicada en el mecanismo de desensibilizacién de los receptores

(Palmer et al., 1994).

Dado que la adenosina participa en una gran variedad de funciones del SNC, es facil
suponer que los diversos subtipos de receptores estaran acoplados a diferentes sefiales
intracelulares. Asi, el receptor A; que se acopla a proteinas Gy, (Munshi et al., 1991)
provoca la inhibicién de la adenilato ciclasa (AC) (Londos et al., 1980) y la activacion
de la fosfolipasa C (PLC) con el consiguiente incremento en los niveles de diacilglicerol

(DAG) e inositol trifosfato (IP3) en el interior celular (Gerwins y Fredholm, 1992), lo
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que incrementa la concentracién de Ca®" intracelular. También provoca la activacion de
varios tipos de canales de K', probablemente via las subunidades Gp, (Trussell y
Jackson, 1985) e inhibe los canales de calcio (MacDonald et al., 1986). El receptor Aj
también inhibe a la AC a través del acoplamiento a la proteina Gj (Zhou et 4l., 1992),
aunque también puede acoplarse a la proteina G, de forma que activa la PLC
incrementando los niveles intracelulares de Ca®" (Abbracchio et 4l., 1995). La principal
via de sefalizacion de los receptores Asa v Azp es la estimulacion de la formacion de
AMPc (adenosin monofosfato ciclico) a través de la proteina Gs, lo que a su vez
estimula a la proteina quinasa dependiente de AMPc o PKA, regulando el estado de
fosforilacién de varios substratos intracelulares. Sin embargo, el receptor A4 puede
acoplarse también a proteinas Goir (Kull et al., 2000) y el receptor A,g a proteinas Gq
mediando la activacién de la PLC y la movilizacion de Ca®" intracelular dependiente de
DAG e IP; (Feoktistov y Biaggioni, 1995). Se ha observado que todos los receptores de
adenosina activan a la via de las MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) y en
concreto inducen la fosforilacion de ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase
1/2), pero, dependiendo del contexto celular, las vias de sefializacién implicadas pueden

variar (Schulte y Fredholm, 2003; Seidel et al., 1999).
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Figura 5. Distribucion en las regiones del SNC de los principales receptores de adenosina en el cerebro (A,
Asa Y Aj). El tamafio de la fuente utilizada denota el nivel de expresion. (Extraido de Ribeiro et al., 2003)

2.2. El receptor A4 de adenosina

El gen humano del receptor A4 se encuentra en el cromosoma 22q11.2 y contiene dos

exones interrumpidos por un Unico intron de 7 kb entre las regiones que codifican los
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dominios transmembrana III y IV (Peterfreund et 4l., 1996). Con 410 aminoacidos, es el
receptor mas largo de la familia de receptores de adenosina, caracteristica que se debe
principalmente a la extensa cola C-terminal (Fig. 4). Respecto a su distribucion en el
sistema nervioso central, se encuentra altamente expresado en el estriado, tanto dorsal
como ventral, y el bulbo olfatorio, y en niveles menores en corteza, amigdala,
hipocampo, hipotdlamo, tdlamo y cerebelo (Fig. 5) (Hettinger et al., 2001; Rosin et 4l.,
2003; Rebola et 4al., 2005). En los tejidos periféricos, este receptor se expresa también
en bazo, timo, corazon, pulmones, rifiones, leucocitos y plaquetas (Moreau y Huber,
1999).

La via de transduccion de sefial usada por A;4R depende de la activacion de la adenilato
ciclasa, mediante G,. La relativa deficiencia de este tipo de proteinas en el estriado
favorece que este receptor sefialice en esta region del cerebro por activacion de Golf
(Fredholm et al., 2000; Kull et al., 2000). En ambas situaciones se produce una
generacion de AMPc, que activa la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), que
a su vez regula el estado de fosforilacion de varias proteinas sustrato. Uno de estos
sustratos es DARPP-32, que se convierte en un potente inhibidor de la proteina
fosfatasa-1 (PP-1), inhibidora de la actividad de la proteina CREB (proteina de unioén
elementos de respuesta a AMPc) (Nishi et al., 2000). Asi, la estimulacion del receptor
Aja lleva a la induccidn de la expresion de genes modulados por CREB, como los de c-
fos, pre-proencefalina y neurotensina (Karcz-Kubicha et al., 2006). Ademas de la
sefializacion preferencial via Gy, se ha demostrado que AR también utiliza otras
vias de segundos mensajeros, incluyendo PLC (Wirkner et al., 2000), fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K)/Akt y MAPK (Seidel et 4l., 1999; Schulte y Fredholm, 2003; Canals
et al., 2005).

3. OLIGOMERIZACION DEL RECEPTOR AR CON OTROS GPCR

3.1. El receptor A; de adenosina

Se ha demostrado que la unién de un ligando especifico a un receptor en un dimero
puede alterar la unién de un ligando especifico para el receptor vecino, sugiriendo un
posible mecanismo donde un ligando modula la eficacia y/o potencia de otro ligando.
Un caso especialmente interesante es el heterodimero formado por los receptores A; y

Aya de adenosina, que colocalizan e interaccionan en la membrana presinaptica de
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neuronas glutamatérgicas que conectan la corteza con el estriado. En este oligomero, la
estimulacion del receptor Ay, disminuye enormemente la afinidad del receptor A; por
su agonista e inhibe la sefializacion (Ciruela et 4l., 2006). Teniendo en cuenta que la
afinidad por la adenosina del receptor A; es mayor que la que muestra el receptor Aja,
en este heteromero A;/A;a cuando la concentracion de adenosina es pequefia el
neuromodulador se une al receptor A; inhibiendo la liberacion de glutamato en el
estriado (Fig. 6). Cuando la concentracion de adenosina es elevada, por ejemplo en
casos de hipoxia, la adenosina se une también al receptor A4 provocando en el
heteromero la inhibicion farmacoldgica y funcional del receptor A;. En estas
condiciones la adenosina sefializa Unicamente por A, estimulando la liberacién de
glutamato en el estriado (Ciruela et al., 2006). El heterdmero A;/A;s actia como un
interruptor mediante el cual, segun sea la concentraciéon de adenosina en el medio, se
produce la inhibicién o la estimulacion de la liberacion de glutamato en el estriado

(Ciruela et al., 2006).
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Figura 6. El heterodimero A;/A,,. Representacion esquematica de los efectos dependientes de la concentracion
de adenosina en la liberacion de glutamato. La activacion del receptor A,, provoca una inhibicion de la
funcionalidad del receptor A; mediante interacciones intramembrana. (Extraido de Ciruela et al., 2011)
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3.2. El receptor D; de dopamina

La dopamina es la principal catecolamina que actia como neurotransmisor en el SNC,
donde controla una gran variedad de funciones, incluyendo las actividades motora y
endocrina, la modulacion sensorial, aprendizaje, memoria, emotividad, afectividad o
motivacion (Missale et al., 1998).

El receptor D, de dopamina (D,R) forma parte del subgrupo D,-/ike de receptores para
este neurotransmisor. Los miembros de esta subcategoria se caracterizan por unirse a la
proteina G,; (inhibiendo la actividad de la adenilato ciclasa) y por poseer un tercer bucle
intracelular muy largo (Missale et al., 1998). Una isoforma del receptor que carece de
este bucle (la forma short, D,sR) actia como autorreceptor en los terminales
dopaminérgicos, donde regula la sintesis y liberacion de dopamina (Mercuri et al.,
1997). Anatomicamente, D,R se encuentra principalmente en nucleo accumbens,
tubérculo olfatorio e hipocampo, tanto pre- como postsindpticamente, y su expresion es
elevada en las neuronas GABA¢rgicas estriatopalidales. Es en este tipo neuronal donde
se ha observado un alto grado de codistribuciéon entre DR y AjsR en la regiéon
perisindptica de la membrana postsindptica (Rosin et al., 1998).

Aunque ya se habia sugerido una interaccidn antagdnica entre receptores de adenosina y
dopamina en modelos animales (Fuxe y Ungerstedt, 1974), no fue hasta el desarrollo de
nuevas técnicas bioquimicas durante el siglo XXI que la interaccion fisica entre A;aR y
D;R se pudo confirmar. Asi, fue mediante experimentos de BRET y FRET en células in
vivo como se obtuvieron las evidencias de la interaccion A;4R-D;R (Canals et al., 2003;
Kamiya et al.,, 2003), determindndose ademds algunos determinantes estructurales
relevantes para el proceso de dimerizacion, como los dominios transmembrana 5 y 6
junto al bucle intracelular 3 de D;R, y el dominio transmembrana 4 junto a la cola C-
terminal de A;aR. Ademas, se pudo ver que las interacciones entre bucle IC3 de D,R y
el extremo citoplasmatico de AsR eran de tipo electrostatico entre residuos basicos del
primero con aminoacidos acidos del segundo (Ciruela et al., 2004).

Cabe destacar ademas la importancia del oligdbmero A;aR-D,;R en la enfermedad de
Parkinson. Los antagonistas de A;aR bloquean la accidon de la adenosina endogena
sobre el heterémero, lo que provoca un aumento en la sefializacion mediada por D,R,
ademas de disminuir la sefializacion inducida por esa adenosina endogena (Ferré et al.,
1991; Fuxe et al., 2007). Asi pues, se ha propuesto el tratamiento combinado de L-

DOPA vy antagonistas de AaR, ya que estos parecen potenciar las acciones
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antiparkinsonianas de la L-DOPA, tanto en modelos animales (Kanda et al., 1998;
2000) como en pacientes de esta enfermedad (Bara-Jiménez et 4l., 2003; Hauser et al.,

2003; ensayos clinicos de fase II y III).

3.3. El receptor metabotropico 5 de glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor en el SNC y sus acciones estan mediadas
por receptores ionotropicos, que forman canales idnicos, y metabotrdpicos, un subtipo
de GPCR del que se conocen ocho miembros. Por su homologia de secuencia, mGlusR
forma parte del grupo I de estos receptores metabotropicos y se caracteriza por
acoplarse a la proteina G4, que mediante la activacion de la fosfolipasa C provoca un
aumento de los niveles de IP3 que llevan a la liberacion de calcio en el citosol,
proveniente de reservorios intracelulares.

Este receptor se encuentra principalmente en el SNC, presentando una localizacion
postsindptica y preferencialmente en la region perisindptica adyacente a la densidad
postsinaptica (Smith et al., 2000). A través de proteinas de andamiaje (v.g. Homer,
PSD-95) se pueden conectar fisicamente a receptores ionotrépicos de glutamato, de
manera que se producen interacciones entre estos dos tipos de receptores del mismo
neurotransmisor (Kennedy, 2000; Pisani et al., 2001). Ademas, mGlusR también esta
involucrado en la plasticidad sindptica a través de procesos de long-term potentiation
(LTP) y long-term depression (LTD) (Conquet et 4l., 1994; Lu et al., 1997).

A partir de experimentos de codeteccion y coinmunoprecipitacion (Ferré et al., 2002),
se postuld la interaccion entre A;aR y mGlusR, dado el alto grado de codistribucién de
ambos receptores tanto en células cotransfectadas, como en cultivos primarios de
neuronas estriatales (Fuxe et al., 2003) o terminales nerviosas glutamatérgicas de
estriado (Rodrigues et al., 2005). De hecho, se ha observado una relacidn sinérgica entre
antagonistas de A;sR y mGlusR a nivel de expresion de c-fos y de fosforilacion de las
proteinas ERK y DARPP-32. Esta sinergia también se ha observado en la estimulacion
de neuronas aferentes estriatales. Asi, se ha demostrado un gran incremento en la
liberacion de GABA desde neuronas estriatopalidales tras una coperfusion local en

nucleo accumbens de agonistas de A;sR y mGlusR (Diaz-Cabiale et al., 2002).
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3.4. El oligomero A;4R/D,R/mGlusR

A raiz de las interacciones observadas entre A;aR con DR y mGlusR en los apartados
anteriores y considerando la colocalizacion de los tres receptores en la misma region
perisinaptica de la sinapsis glutamatérgica, la posible formacion de un heterotrimero con
estos GPCR ha ido cobrando lentamente mayor interés. Si bien hasta la publicacion de
datos obtenidos en parte durante la elaboracion de esta Tesis (Cabello et 4al., 2009) no
existian evidencias de una interaccion fisica entre estos receptores, otras evidencias ya
habian abierto esta nueva hipdtesis.

Por una parte, la disminucién de la afinidad de D,R por sus ligandos inducida por
agonistas tanto de A;4R (Ferré et al., 1991) como de mGlusR (Popoli et al., 2001) en
preparaciones de estriado de rata, contrasto con el efecto obtenido por una
coadministracién de los mismos agonistas. En estas condiciones, se produjo una
disminucioén sinérgica de esa afinidad, siendo de mayor efecto que la de la suma de cada
agonista por separado (Popoli et al., 2001).

Resultados similares se obtuvieron en experimentos de comportamiento animal. Asi, la
actividad motora de ratones con la transmision dopaminérgica reducida se vio afectado
de manera sinérgica por la coadministraciéon de antagonistas de AzaR y mGlusR
(Kachroo et al., 2005). Ademas, en ratas con una lesion por 6-hidroxidopamina en uno
de sus estriados, el movimiento rotatorio inducido por un agonista de D,R se vio
contrarrestado tanto por agonistas de A;aR como de mGlusR, y con un efecto sinérgico

también al coadministrar ambos (Popoli et 4l., 2001).

Asi pues, el oligobmero A;sR/D;R/mGlusR estaria cumpliendo un papel de procesador
de las diferentes sefiales, que junto al control de la transmisidon glutamatérgica por el
oligomero A;/A,A a nivel presinéptico, proporcionaria una respuesta concertada a nivel
postsinaptico (Fig. 7). En condiciones de un bajo nimero de inputs en el estriado, las
bajas concentraciones de adenosina y glutamato favorecerian la sefializacidén prevalente
de DR, de manera que se inhibiria la adenilato ciclasa y, en ultimo término, la
expresion de genes como c-fos. Por el contrario, en condiciones de llegada de una fuerte
sefializacion a esta region estriatal haria prevalecer la accion sinérgica de adenosina y
glutamato, favoreciendo las vias reguladas por PKA y MAPK y promoviendo la
fosforilacién de sustratos como el receptor de AMPA y activando la transcripcion

génica (Ferré et al., 2007a).
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Figura 7. El heterodimero A,,R/D,R/mGlusR. Representacion esquematica de la sinapsis glutamatérgica entre
neuronas corticoestriatales y estriatopalidales. Dependiendo de si las concentraciones extracelulares de
adenosina y glutamato son bajas (a) o altas (b), la sefializacion por segundos mensajeros a nivel postsinaptico
estara inhibida o activada. (Extraido de Ferré et al., 2007b)

Cabe destacar la importancia de este tipo de oligdmeros también en situaciones
patologicas. Asi, en la enfermedad de Parkinson se produce la pérdida de neuronas
nigroestriatales dopaminérgicas que conectan también con estas neuronas GABAérgicas
estriatopalidales. El desequilibrio entre neurotransmisores que conlleva esa muerte
neuronal termina por provocar las alteraciones a nivel motor que caracterizan a la
enfermedad. Por esta razon, se ha intentado compensar indirectamente la pérdida de
sefializacion mediada por D,R. Asi, se ha postulado el uso de antagonistas de A;aR
(Schwarzschild et al., 2002) y mGlusR (Kachroo et &l., 2005) como terapia
complementaria al uso de agonistas DR en el tratamiento de los sintomas del

parkinson.
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4. INTERACCION DE AR CON OTRAS PROTEINAS

Como hemos visto, la interaccion entre diferentes GPCR tiene consecuencias
funcionales que influyen en la sefializacién final de estos receptores. Sin embargo,
existen muchas otras proteinas que pueden interaccionar con estos receptores y que
afectan a muchas de sus caracteristicas (v.g. expresion en la membrana plasmadtica,
sefializacidn, internalizacién). En el caso de AjaR, la larga cola C-terminal de 122
aminoacidos del receptor resulta en una region con un mayor nimero de sitios de
interaccion que otros miembros de la familia de receptores de adenosina. Asi, aplicando
este dominio citoplasmatico de A;4R como anzuelo en ensayos de doble hibrido, se han
identificado diversas proteinas con capacidad de unién a AsR (revisadas en Ciruela et

al., 2010) y de las que destacamos algun ejemplo a continuacion.

4.1. a-actinina

Se ha descrito que el receptor A;aR se ancla al citoesqueleto de actina a través de la
interaccidén con la proteina a-actinina, que regula el trafico del receptor desde la
membrana plasmatica (Burguefio et al., 2003) (Fig. 8). Esta proteina, descubierta hace
mas de 40 afios, estd formada por dos cadenas peptidicas que unen de manera paralela
dos filamentos de actina, jugando en consecuencia un papel clave en la formacion de
estructuras del citoesqueleto en diversos tipos celulares (Maruyama y Ebashi, 1965).
Cada mondmero de esta molécula contiene tres dominios funcionalmente diferenciados:
el extremo N-terminal contiene dos dominios de homologia a calponina (CH) que
median en la interaccidn con la actina, cuatro motivos spectrin-like (SPEC) en la zona
central y dominios EF-hand (EFH) en el extremo C-terminal que confieren a la proteina
sensibilidad a calcio en la union a F-actina para algunas de las isoformas (en concreto,
a-actinina-1 y o-actinina-4). Es interesante poner de relevancia esta proteina como
enlace entre el citoesqueleto y una multitud de otros elementos celulares, ejerciendo un
papel regulador mediante el direccionamiento a localizaciones subcelulares especificas
o dominios de membrana plasmatica con una particular funcionalidad. En concreto, se
ha podido observar su interaccién con multitud de receptores de membrana plasmatica
como los receptores de NMDA (Dunah et al., 2000) y metabotrépico de glutamato de
tipo 5 (Cabello et al., 2007). En el caso del receptor de NMDA, ademas de regular
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directamente la probabilidad de encontrar el canal abierto (Rycroft y Gibb, 2004), esta
interaccidn con o-actinina se ha detectado en regiones del estriado de rata donde hay
una alta concentracion de AjsR. Asi, se ha observado que la estimulacion de este
receptor produce una inhibicion en las corrientes mediadas por NMDA y que esta
regulacién se evita utilizando un agente despolimerizador del esqueleto de actina
(citocalasina B) (Wirkner et al., 2000). Esta dependencia A;sR/a-actinina se corrobord
también usando una forma truncada del receptor carente del sitio de unién a la proteina
de citoesqueleto. En estas condiciones, el estimulo por agonista de A;4R no produjo ni
el agregamiento del receptor en la membrana plasmatica ni su internalizacion mediada
por B-arrestina, sugiriéndose por lo tanto un papel clave de la unién al citoesqueleto via

a-actinina en la funcionalidad de este GPCR (Burguetio et al., 2003) (Fig. 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de la interaccion de o-actinina y NECAB2 con A2AR y sus
consecuencias funcionales sobre el receptor. La estructura de A2AR y o-actinina fueron obtenidas en el RCSB
(PDB ID : 3eml y 1sjj, respectivamente). *: Necesario para la internalizacion (Extraido y modificado de Ciruela
etal., 2010)

4.2. Proteina neuronal de union a calcio 2 (NECAB2)

Mas recientemente, se ha demostrado también la interaccion de AR con NECAB?2,
uno de los miembros de una familia de proteinas neuronales que unen calcio y que
comparten ciertos elementos estructurales (Canela et al., 2007). Entre estos destacan una
region central de homologia NECAB (NHR) y un motivo ABM en el extremo C-
terminal, ambos con funciones aun por determinar un dominio, asi como un dominio

EF-hand en el extremo N-terminal para la unién de calcio (Burgoyne, 2007). De manera
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interesante, se pudo comprobar mediante experimentos de pull-down que la interaccion
AAR/NECAB2 se veia inhibida al aumentar la concentracion de iones calcio. Cabe
destacar por lo tanto que muchas de estas interacciones se producen transitoriamente, en
consonancia con el estado fisiologico de las células.

Aunque también se detectd la codistribucion en estriado de rata de A;sAR y NECAB2,
las consecuencias funcionales de la interaccion fueron diferentes a las de a-actinina. Por
una parte, la coexpresion en cultivos celulares de ambas proteinas afectd a los niveles de
AsAR en membrana plasmatica, reduciéndose en un 25%; en cambio, en las mismas
condiciones la internalizacion del receptor mediada por agonista fue inhibida y, ademas,
la sefializacion mediada por el receptor (fosforilacion de ERK1/2) aumenté (Fig. 8).
Cabe destacar también que existe una segunda isoforma de NECAB2, llamada
NECAB?2S, causada por un inicio de traduccion alternativo que da lugar a una forma
mas corta de la proteina (39 kDa, en comparacion con los 43 kDa de NECAB2). A pesar
de carecer de 37 aminodcidos en el extremo N-terminal (que no formaban parte del
dominio EF-hand), NECAB2S también presentd capacidad de unién a la cola C-
terminal de A;4R (Canela et al., 2007).
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Objetivos

Globalmente, los objetivos de esta Tesis Doctoral se centran en el receptor de adenosina
Aja, con la intencidn de identificar mejor las interacciones en las que participa y que

determinan finalmente su funcionalidad real.

Como se ha descrito, los receptores acoplados a proteina G tienen la capacidad de
formar dimeros, resultando en complejos que modifican, regulan y amplian los
mecanismos por los que estos receptores sefializan y responden a sus correspondientes
ligandos. Ademads, la coincidencia de varios de estos complejos diméricos en las
mismas regiones, junto a la confluencia de sus vias de sefializaciéon ha sugerido
fuertemente la existencia de complejos de mayor orden. Con estos precedentes, nos

propusimos nuestros primeros objetivos:

Objetivo 1: Identificar en células vivas la formacion de dimeros del receptor de
adenosina A, mediante BiFC y, en combinacién con la técnica de BRET, determinar la
existencia de oligdmeros de AR de mds de dos miembros mediante esta nueva

aproximacion metodoldgica.

Objetivo 2: Utilizar la combinacion BRET-BiFC para la identificacion de oligomeros

ArAR/D,R/mGlusR en células vivas.

Por otra parte, ademas del estudio de la interaccion entre GPCR, también cabe dilucidar
la interaccidn con otras proteinas que pueden mediar la localizacion y funcionalidad de
estos receptores. Sin embargo, las aproximaciones empleadas para el descubrimiento de
estos elementos (e.g. pull-downs, doble hibrido clasico) han sido hasta el momento de
un valor relativo, dadas sus limitaciones técnicas. Asi, el uso de fragmentos concretos
de la secuencia peptidica de A;sR reduce los posibles lugares de interaccion con los que
reconocer nuevas proteinas; ademas, la necesidad técnica de que estos fragmentos sean
solubles supone alejar de la membrana plasmatica al sistema de deteccion, perdiéndose
el contexto fisiologico real de las interacciones.

En base a estas consideraciones, nos planteamos los dos siguientes objetivos:

Objetivo 3: Aplicar el ensayo de doble hibrido de membrana (MYTH), que permite
utilizar el receptor completo y en su localizacion natural en la membrana, en la

identificacion de nuevas proteinas interaccionantes con el receptor A de adenosina.
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Objetivo 4: Validar la interaccion con el receptor A, de adenosina de candidatos
identificados por MYTH, determinando la relevancia funcional y las caracteristicas

estructurales asociadas a esta interaccion.
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Metodologia

La mayoria de resultados de esta Tesis han podido ser publicados y sus
correspondientes secciones de Materiales y Métodos se encuentran detalladas en los
anexos indicados. En este apartado queremos destacar algunas de las metodologias en
concreto, dada su especial relevancia o por considerar que requieren una descripcion

mas detallada.

1. METODOS DE ESTUDIO DE INTERACCION ENTRE GPCR BASADOS EN
FLUORESCENCIA Y LUMINISCENCIA

1.1. Transferencia de energia de resonancia por bioluminiscencia (BRET)

El principio bésico de la transferencia de energia de resonancia (RET) consiste en la
transmision de esta energia desde un cromoforo en estado excitado (el “donador’) a una
molécula “aceptora” (Wu y Brand, 1994). En el caso del BRET, el donador consiste en
una enzima que cataliza un sustrato que se vuelve bioluminiscente. Como resultado de
esta interaccion, se produce una disminucion en la emision del donador y un
consecuente aumento de fluorescencia del aceptor. La eficiencia de esta transferencia de
energia (E) es inversamente proporcional a la distancia entre donador y aceptor (R)
elevada a la sexta potencia (Forster, 1948; Stryer y Haugland, 1967):
E=1/(1+R°/R°)

donde Ry es la distancia que proporciona un 50% de la transferencia de energia entre
donador y aceptor. Ry normalmente comprende entre 2 y 6 nm, siendo por debajo de
los 10 nm el rango efectivo para que exista RET. Cabe destacar aqui que esta distancia
abarca las dimensiones habituales de muchas proteinas y es similar a la descrita para
complejos multiméricos observados en sistemas biologicos (Sheng y Hoogenraad,
2007). Otros factores que condicionan la transferencia de energia son la orientacion
entre donador y aceptor, la vida media de emision del donador y, finalmente, el
solapamiento espectral entre las longitudes de emision del donador y de excitacion del

aceptor (Forster, 1948; Stryer y Haugland, 1967).
En la aproximacion por BRET, la enzima donadora usada tipicamente es la luciferasa de

Renilla reniformis (Rluc), que genera bioluminiscencia catalizando la transformacion de

un sustrato en presencia de oxigeno. En este caso, el espectro de emision del donador
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depende de manera directa del sustrato utilizado (Tabla 1) y el grado de solapamiento

con el aceptor determinaré la intensidad de la sefial de BRET.

Tabla 1. Combinaciones clasicas de sustratos de Rluc y moléculas aceptoras en ensayos de BRET. Se

destacan también las longitudes de onda de excitacion y emision correspondientes. (Extraido de Gandia et

al., 2008)
BRET
Donor (RLuc enzyme) Acceptor
Substrate Em. (nm) Ex. (nm) Em. (nm)
h-Coelenterazine (BRET") ~475 EYFP ~513 ~527
DeepBlueC (BRET?) ~395 GFF? ~.395% ~510

En nuestro caso, la combinacién utilizada para los experimentos de BRET fue el
sustrato coelenterazina-h como donador y la proteina YFP como aceptora. Asi, la
emision a 475 nm generada por el sustrato tiene la capacidad de excitar parcialmente a
la YFP, que emitird a su vez en una longitud de onda de 527 nm. Si bien en estas
condiciones la sefial de BRET obtenida suele ser alta, el alto grado de solapamiento
entre las emisiones del donador y el aceptor requiere un andlisis cuidadoso de los
resultados (Milligan y Bouvier, 2005).

Con estas consideraciones, en la generacion de curvas de BRET en cultivos celulares se
realizan diversas transfecciones en las que se mantiene una cantidad constante del
GPCR donador y se expresan cantidades crecientes del GPCR aceptor (i.e. fusionados a
Rluc y YFP, respectivamente, Fig. 9A). Al incubar cantidades equivalentes de cada una
de estas muestras con el sustrato coelenterazina-h, se miden las emisiones a 527 y 475
nm y el ratio entre ambas es la sefial de BRET que se representard. Para compensar el
solapamiento comentado entre la emision de coelenterazina-h y YFP, uno de los puntos
en estos ensayos lleva solamente la construccién con Rluc, de manera que el ratio de

BRET obtenido en estas condiciones se sustraera en el resto de muestras.
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Figura 9. A) Representacion esquematica del fendmeno de BRET durante la interaccién de dos GPCR. El
sustrato coelenterazina-h se afiade al medio y es capaz de atravesar la membrana plasmatica, alcanzando a la
proteina Rluc. La catalizacion del sustrato produce bioluminiscencia a 475 nm, que excita la proteina YFP
para que se producta una emision a 527 nm. B) Aspecto tipico de una curva de saturacion de BRET. (Extraido
de Gandia et 4l., 2008)

A continuacion, los ratios de BRET se representan en funcion de la fluorescencia total,
obtenida por la excitacion directa del aceptor, normalizada con la luminiscencia del
donador (Fig. 9B). El ajuste de los datos a una curva hiperbolica saturable denotara que
la interaccion detectada es especifica. Ademds, es necesario realizar experimentos
similares sustituyendo uno de los GPCR por una proteina control que, idealmente, sera
otro GPCR que no interaccione, obteniéndose en ese caso sefiales de BRET mucho

menores y que se ajustaran a una linea recta (Fig. 9B).

1.2. Estudio de la funcionalidad de GPCR por luciferasa como gen reportero

Una alternativa de sencilla implementacion para el estudio de variaciones en la
sefializacidon provocada por la interaccion de receptores y mediada por proteina G es el
uso de genes reporteros. En concreto, el gen de la luciferasa ofrece la especial ventaja
de no tener actividad endodgena, asi como su sensibilidad y amplio rango dinamico (Fan

y Wood, 2007). Asi, utilizamos un sistema dual de luciferasas (Rluc y la luciferasa de
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luciérnaga, luc2) para evaluar esas variaciones en cultivos celulares con transfecciones
transitorias. El gen luc2 se encuentra en vectores controlados por elementos de
respuesta especificos a cada cascada de sefializacion (Fig. 10), mientras que el vector
con Rluc no se encuentra bajo ninguna regulacion especifica y se usard en la
normalizacion de los resultados.

En los experimentos descritos en la seccion de resultados, se monitorizo la generacion
de AMPc y de calcio intracelular, por lo que los vectores utilizados fueron pGL4-CRE-
luc2p y pGL4-NFAT-luc2p (Promega), respectivamente. Asi, estos vectores fueron
transfectados en cantidades equimolares con el GPCR o combinacion de GPCR a

evaluar, mientras que el vector de Rluc se afiadi6 en una proporcion 20 veces menor.

Modulator
Modulator

Medulator

PLC

'

DAG IP,
ATP cAMP l I
| T~pKC  Can
PKA i A
MAPK v Calcineurin
/ fos/fun 1
| NFAT <— NFAT-P
Bsk-2 :
crepp Nuclels - Lo E
¥

Figura 10. Esquema de las diversas vias de sefializacion mediadas por los diferentes tipos de proteinas G.
En la parte inferior se destacan los elementos de respuesta correspondientes a cada via y que pueden usarse
como promotores de la expresion del gen de la luciferasa. CRE: elemento de respuesta a AMPc; SRE:
elemento de respuesta a suero; AP-1: proteina activadora-1; NFAT-RE: elemento de respuesta al factor
nuclear de celtlas T activadas. (Extraido de www.promega.com)

36 horas después de la transfeccidn, las muestras de cada experimento se incubaron con
los ligandos indicados durante 4 o 17 horas, dependiendo de si se evaluaba el efecto en
el AMPc o el calcio, respectivamente. Tras este periodo, las células se lavaron con
tampon HBSS, se resuspendieron con este mismo tampon y se sembraron en placas
blancas de 96 pocillos. Alli, se afiadié por una parte una mezcla de tampon de lisis y
sustrato de la luciferasa luc2 (BrightGlo, Promega) para cuantificar el nivel de

expresion génica inducido, captando la emision a 535 nm. Paralelamente, se midio la
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cantidad de Rluc expresada mediante la adicién de coelenterazina-h 5 uM (Nanolight),
captando la sefial a 475 nm, calculando finalmente los ratios luc2p:Rluc para cada

condicion experimental.

2. DETECCION DE LAS INTERACCIONES DE GPCR CON OTRAS PROTEINAS
MEDIANTE EL ENSAYO DE DOBLE HIBRIDO DE MEMBRANA (MYTH)

2.1. Principio basico

El sistema MYTH se basa en el concepto de la “ubiquitina partida”, la observacion que
esta proteina, que sirve de marca para otras proteinas que deben ser dirigidas a la
degradacion por el proteasoma, se puede dividir en dos mitades. El fragmento N-
terminal (Illamado Nubl) y el C-terminal (Cub) son capaces de reasociarse
espontaneamente in vivo para formar una pseudo-ubiquitina completa. Esta
complementacidon espontanea puede ser bloqueada por una mutacion puntual de la
isoleucina 13 en una glicina (obteniéndose el fragmento NubG) (Johnsson y
Varshavsky, 1994). Este principio se ha aplicado a la metodologia de doble hibrido
como un sensor de interacciones proteina-proteina (Fig. 11). Asi, la fusiéon de Cub por
su extremo C-terminal a la proteina de membrana de interés (en nuestro caso, los
GPCR) en el extremo citoplasmatico de la misma se usé como “anzuelo” para detectar
las interacciones. Ademds, Cub se presenta a su vez fusionado a un factor de
transcripcion (TF) compuesto por el dominio de unidn a ADN LexA, de Escherichia
coli, y el dominio de activacion transcripcional del herpesvirus simplex VP16. De
manera similar, los candidatos a interaccionar con el anzuelo (ya sean proteinas
conocidas u originadas en una libreria de ADNc) se incorporan a un vector “presa” que
les fusiona el fragmento NubG en uno de los extremos. Al coexpresar vector y presa en
la cepa de levadura apropiada, si se produce una interaccién entre ambas permite el
acercamiento de Cub y NubG, reconstituyéndose la ubiquitina. Esta proteina a su vez es
reconocida por las enzimas desubiquitinantes (DUB), una clase de proteasas que
hidrolizan el enlace amida que une el extremo C-terminal de la ubiquitina y la proteina
de interés. Esta rotura lleva a la liberacion del TF, que entra en el nucleo y activa la
expresion los genes de seleccidn, que se encuentran bajo el control de sitios de union a

LexA (Fig. 11).
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Figura 11. Descripcion del sistema MYTH. La interaccion entre
anzuelo (“bait”) y presa (“prey”) favorece la reconstitucion de la G [

ubiquitina (II), que conlleva la liberacion del factor de transcripcion
(TF), que entra en el nucleo y activa los genes de seleccion (III). Hay _!ﬁ-e—”—si‘—&i_
que destacar que la proteina presa no es necesariamente siempre una I

proteina de membrana. (Extraido de Snider et al., 2010)

2.2. Cepas de levadura, vectores y medios de seleccion

Para poder llevar a cabo un cribado de proteinas que distinga las interacciones entre
anzuelo y presa, es necesaria la correcta combinacion de cepa de levadura y vectores
con sus correspondientes medios de seleccion. Asi, en nuestra aplicacion del método
MYTH trabajamos con la cepa de S. cerevisiae THY.AP4 (MATa leu2, ura3,
trpl::(lexAop)-lacZ (lexAop)-HIS3 (lexAop)-ADE?2) y los vectores pTMBYV y pPR3-N
para anzuelo y presa, respectivamente (Fig. 12).

En estas condiciones, el medio selectivo para confirmar la correcta transformacion de
los vectores anzuelo y presa consistid en un medio sintético (SD) para levadura
preparado con todos los aminoacidos excepto triptéfano y leucina (SD-WL), dado que
los genes que palian estas carencias se encuentran en los propios vectores (Fig. 12). En
el caso del medio selectivo para detectar interacciones positivas, se utilizé el mismo SD
en ausencia de triptéfano, leucina, adenina e histidina, y en presencia de X-Gal (SD-
WLAH + X-Gal), dado que la expresion de los genes HIS3, ADE2 y lacZ se encuentra

bajo el control de LexA.
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Figura 12. Vectores utilizados en el cribado por MYTH. En el sitio de multiclonaje (MCS) se introducen
las secuencias correspondientes a la proteina anzuelo de interés (en el caso del vector pTMBV) o los
elementos presa que componen las librerias de ADNc (en el caso de pPR3-N). (Extraido de Snider et al.,
2010)

2.3. Proceso de cribado

Para poder considerar que los GPCR a evaluar eran candidatos viables al proceso de
MYTH, el paso inicial fue validar la construccion anzuelo (GPCR-Cub-TF) mediante el
test NubG/lI. Asi, se transformd este vector junto a proteinas control fusionadas a los
fragmentos NubG o Nubl, proporcionando dos proteinas de control positivo y dos de
control negativo. En concreto se usaron las proteinas Ostl, componente del complejo
oligosacariltransferasa del reticulo endoplasmatico (Kelleher y Gilmore, 1994) y Fur4,
una uracil permeasa localizada en la membrana plasmatica (Chevallier, 1982). Asi, la
cotransformacién con las proteinas fusionadas a Nubl permitio el crecimiento de las
levaduras en medio selectivo, mientras que el caso opuesto sucedié al usar las formas
fusionadas a NubG. De esta manera, se ha podido confirmar que el anzuelo se expresaba
correctamente y que el sistema era activable, tanto en membrana plasmatica como en
reticulo endoplasmatico, pero que esta activacion no se producia de manera espontanea
al usar la forma NubG, lo que demuestra una necesidad de especificidad en la
interaccion, dado que es esta version de Nub la que se uso en el cribado.

Con el anzuelo validado, se pudo realizar el cribado de una libreria de ADNc para
identificar posibles proteinas interaccionantes. En nuestro caso, utilizamos una libreria
originada a partir del RNAm de cerebro fetal humano, cedida por cortesia del Dr. Igor
Stagljar. Las colonias crecidas en medio s6lido de seleccidn para la interaccidén anzuelo-
presa fueron cribadas por su tamafio e intensidad de la coloracion azul (producida por la
hidrélisis de X-Gal) y las que superaron esta seleccion se crecieron en medio liquido de

seleccion para el crecimiento solo del vector presa (SD-W), para amplificarlo y
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purificarlo mediante los habituales kits de mini-prep (Promega). El ADN obtenido fue
secuenciado utilizando un primer interno de la secuencia de NubG con el que detectar
los nucledtidos a 3’ de esta (NubGFwd: 5’-CCGATACCATCGACAACGTTAAGTCG-
3’). Las secuencias obtenidas se analizaron por BLAST para determinar los genes que
codificaban. Finalmente, mediante un test de dependencia de anzuelo (bait dependency
test; Snider et al., 2010) se determind la especificidad de la interaccion entre el anzuelo
y las secuencias-presa, cotransformando en paralelo con un anzuelo-control no
relacionado, que en estos experimentos fue la proteina de membrana de rifion kAE1
(kidney anion exchanger 1) y descartando las interacciones positivas para este anzuelo-

control.

3. ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD MOTORA EN RATONES

3.1. Movimientos temblorosos de mandibula (TJM)

Los animales utilizados en este tipo de experimentos fueron colocados en un habitaculo
transparente de dimensiones 12x10x8 cm que permitio la observacion directa del
animal. La administracion intraperitoneal de pilocarpina para inducir este tipo de
movimientos, definidos como descensos rapidos de la mandibula inferior que se
asemejan al masticado pero no estan dirigidos por ningun estimulo (Trevitt et al., 1998;
Salamone et al., 1998), se considerd el inicio del experimento. La administracion
intraperitoneal del antagonista SCH-58261 o de la tropicamida se produjo 15 minutos
antes del inicio. El contaje de los TJM se realizé por un observador entrenado, ciego a
las condiciones experimentales de cada animal. Este observador contd el nimero de
TIM durante 2 minutos a intervalos de 5 minutos durante el tiempo total del
experimento (60 minutos). La pilocarpina (Sigma) fue disuelta en solucion salina al
0.9%, el antagonista SCH-58261 se diluy6 en una mezcla etanol-solucion salina en una

proporcion 10:90 y la tropicamida (Alcon) se administro diluida en solucidn salina.

3.2. Actividad locomotora en campo abierto

Los animales utilizados en este experimento fueron aclimatados a condiciones de

oscuridad en la sala correspondiente, en presencia de luz roja, durante al menos una

hora previa al inicio de la actividad experimental. Los animales en estudio se situaron
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en el centro del campo, una superficie blanca y lisa de 40 cm de didmetro, y utilizando
una camara situada en el eje vertical a este campo se grabaron sus movimientos durante
5 minutos. Utilizando el programa de andlisis de video LabVIEW (National
Instruments) se determind la distancia recorrida durante ese tiempo. La administracion
oral del antagonista preladenant (SCH-420814, Palo Biofarma), disuelto en una
solucion 0.5% de carboximetilcelulosa, se realizd 30 minutos antes del inicio del

experimento.
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Resultados

1. ESTUDIO DE LA OLIGOMERIZACION DE RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTEINA G: EL RECEPTOR DE ADENOSINA A4 Y LA FORMACION DE
HOMOMEROS Y HETEROMEROS DE ORDEN SUPERIOR A DOS

La homodimerizacién del receptor de adenosina A;x (A;aR) ha sido previamente
caracterizada por medio de numerosas aproximaciones metodoldgicas, incluyendo las
técnicas de BRET y FRET (Canals et al., 2004). En cambio, hasta el momento no se ha
podido corroborar la formacion de oligdmeros de este GPCR de mas de dos miembros.
En consecuencia, mediante la implementacién de una nueva técnica experimental
(BiFC), asociada a la técnica de BRET, se intenté demostrar la formacion de oligdmeros

de AsaR de orden superior a dos.

1.1. Homodimeros del receptor A;4R por BiFC

El ensayo de BiFC, es un método de complementacion de fragmentos proteicos que se
basa en la capacidad de producir un complejo fluorescente a partir de miembros no
fluorescentes (Kerppola, 2006). Asi, en el caso que se produzca una interaccion
proteina-proteina es posible detectarla mediante la emision de fluorescencia. De forma
interesante, mediante esta aproximacion experimental se pueden analizar estas
interacciones en un ambiente celular normal, permitiendo su visualizacién en células
vivas. Para llevar a cabo el ensayo de BiFC y demostrar la formacion de oligomeros de
AsaR, se generaron dos constructos en los que se fusion6 al receptor en su extremo C-
terminal una de las dos mitades de la proteina fluorescente YFP (o bien el fragmento C-
YFP o bien el N-YFP). Estas dos nuevas proteinas de fusion (AsaRNYF y ApuRE)
fueron utilizadas junto a otras ya existentes en nuestro laboratorio, (AZARYFP, AzARRLuC
y Ay ARM).

En primer lugar, se realizo la caracterizacion molecular de todas las construcciones que
contenian el AyaR. Para tal fin, se transfectaron transitoriamente en células HEK, y una
vez obtenidas las membranas celulares se analizd mediante Western blot la expresiéon de
los distintos constructos. De forma interesante, el anticuerpo anti-A;aR de raton detectod
una banda de ~42 kDa en extractos de células HEK transfectadas transitoriamente con
la forma humana de A;xR™ (Fig. 13A). Esta banda no aparecié en los extractos de las

células control. Por su parte, el mismo anticuerpo detecté una banda de ~69, ~78, ~60 y
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~52 kDa en extractos de células HEK transfectadas con ApaRY™, AaRF A, RNYFP y

AsAREYFP, respectivamente (Fig. 13A).
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Fig. 13. A) Expresion de proteinas de fusion de AysR. Deteccion por inmunoblot usando un anticuerpo anti-
AsAR de células transfectadas transitoriamente con un plasmido control (carril 1), AsaRWT (carril 2), Ay RV
(carril 3), AgAR®™ (carril 4), AyaRNYFP (carril 5) 0 AyAR“YT (carril 6). B) Determinacion de la acumulacion de
AMPc. Células HEK-293 con las mismas transfecciones transitorias se estimularon durante 10 min con
CGS21680 200 nM (CGS) o forskolina 10 uM (F) solo para las células mock y se determind la acumulacién
especifica de AMPc. Los resultados expresan la media + desv. est. de tres experimentos independientes.

Seguidamente, se determino la funcionalidad de estas construcciones de A;aR. Para
ello, se evalu6 su capacidad de sefalizacion mediante la medida de los niveles
intracelulares de AMP ciclico. Asi, en células HEK que expresaban transitoriamente las
distintas construcciones de A;aR, la incubacidon con el agonista de A;xR CGS21680
indujo una acumulacion de AMPc significativamente mayor respecto al control (células
sin transfectar, mock) y comparativamente similar entre todas ellas (Fig. 13B). Por lo
tanto, la incorporacion en la cola C-terminal de A;sR de las proteinas Rluc, YFP o

fragmentos de la misma no afectd a su funcionalidad.

Una vez comprobada la expresion y funcionalidad de los distintos constructos, se

analizd la capacidad de reconstituciéon de las dos mitades N-YFP y C-YFP, y por tanto
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la formacién del homodimero A;sR, ya que solo bajo esta condicidén es posible la
visualizacion de la proteina fluorescente YFP. De manera interesante, el constructo
AxAR™™ se expreso en células transfectadas con el mismo y se pudo visualizar mediante
microscopia confocal, mientras que las células que expresaban el receptor fusionado
solo a una de las dos mitades YFP (i.e. AzARN'YFP 0 AzARC'YFP) no mostraron esa
fluorescencia, corroborando el hecho que los fragmentos por si solos no son
fluorescentes (Fig. 14). En cambio, cuando se cotransfectaron A RNYFP y AZARC'YF Pse
produjo la reconstitucion de la proteina YFP, permitiendo la deteccion de fluorescencia,
y pudiendo por lo tanto visualizar el homodimero del receptor A, en células vivas (Fig.

14).
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Fig. 14. Visualizacién de los homodimeros de AR por ensayos de BiFC. Células transfectadas
transitoriamente con Ay)ARYFP, A;,RN-YFP, A;,RC-YFP, 0 A;,RN-YFP y A,,RC-YFP se
procesaron para obtener imagenes por microscopia confocal. Para ello se utilizé el laser de
analisis confocal Olympus Fluoview 500 adaptado a un microscopio invertido Olympus 1X-70.

En la parte superior, una representacion esquematica muestra las especies del receptor expresadas
en la membrana plasmatica. Barra de escala: 10 pm.

Cabe comentar en este punto que existe la posibilidad de que los fragmentos N-YFP y
C-YFP complementen con baja eficiencia en ausencia de cualquier interaccion
especifica y formar un complejo fluorescente, un fendémeno que ya ha sido descrito
(Kerppola, 2006). Por ello, para asegurar que la homodimerizacidon descrita no se debia
a esta reconstitucion espontanea de la proteina YFP se realizaron una serie de controles
negativos. El més apropiado para este tipo de técnica es el uso de una proteina de fusion
que se exprese en los mismos compartimentos subcelulares y con un comportamiento

similar al de la proteina en estudio, pero que no exista interaccion entre ambas. En este
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estudio se utilizo otro receptor acoplado a proteina G, en concreto el receptor humano
GABAgb. Asi, bajo las mismas condiciones experimentales, no fuimos capaces de
detectar fluorescencia derivada de la complementacion molecular entre dicho receptor y
AsAR (datos no mostrados).

En conjunto, pues, estos resultados corroboraron que la homodimerizacién de los
receptores Ays de adenosina en células vivas es un fenomeno especifico que puede ser

detectado mediante BiFC.

1.2. Oligomeros de A4R de orden superior a dos: Homo-oligomeros

Una vez corroborada la existencia de homodimeros de A;aR, procedimos a probar la
existencia de oligdbmeros de A;aR de orden superior a dos. Para ello, como se ha
comentado con anterioridad, diseflamos una nueva aproximacién experimental

consistente en la combinacidn de las técnicas de BRET y BiFC (Fig. 15).

Classical BRET Combined BRET/BiFC

AEARRLM A.’.ARYFP A?ARRL"“ A“RN‘-\'FP/ AZAR(:-\'FP

11 Al

h-coelenterazine 52‘_7n7.m . h-coelenterazine SZ’%nm

475nm 4TS

Fig. 15. Representacion esquematica comparando el BRET clasico y la combinacion
BRET/BiFC. La sefial BRET se inicia con la oxidacion de la coelenterazina-h por la RLuc
fusionada al extremo C-terminal de la construccion A, R™"°. Esta reaccion enzimatica produce
una emision de luz a la longitud de onda indicada (475 nm), la cual es capaz de excitar al
fluoréforo aceptor adecuado cuando se encuentra a una corta distancia (10 nm). Este aceptor
puede ser una YFP fusionada a A;4R (A;ARYFP) o incluso una YFP complementada mediante
homodimeros AsR (A xRN YF/A, . REY™P) resultando en una emision a 527 nm.

Inicialmente, caracterizamos las condiciones experimentales de esta nueva metodologia.
Asi, en primer lugar se probaron distintas proporciones de transfeccion de los
constructos conteniendo las dos mitades N-YFP y C-YFP, y se llegd a la conclusién que
la proporcién éptima de transfeccion AsaRN"F y A;AR“YF era 1:1. Por otra parte, es
importante comentar que las caracteristicas espectrales de la proteina YFP reconstituida
no estaban alteradas respecto a la YFP completa (Fig. 16A) Ademads, se determiné la

eficiencia en la emision fluorescente de YFP complementada por el homodimero de
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AsaR (ie. AZARN'YFP/AzARC'YFP), constatando que esta era menor que la obtenida por
AsAR™ como era esperable (Fig. 16B). Entre los aspectos que determinan este
fenémeno, hay que tener en cuenta la presencia de otros dimeros no fluorescentes (i.e.
AzARN'YFP/ AzARN'YFP y AZARC'YFP/ A, ARC'YFP) como una de las causas principales de la

reduccion en la eficiencia de fluorescencia en el BiFC.
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Fig. 16. A) Perfil de la emision espectral de A,uRY™" () y de la YFP complementada por
homodimeros de A,,R (0). B) Eficiencia en la complementacion de YFP mediada por
homodimerizacion. Se transfectaron cantidades crecientes de A;4RY™ (@) o su equivalente con
A RNYFP 4+ A, ,R“YFP en una proporcion 1:1 (0). La fluorescencia de cada muestra se midié y
expreso en unidades arbitrarias.

En cualquier caso, la cotransfeccion de los constructos AzARN'YFP/AzARC'YFP permitid la
emision de fluorescencia de la proteina YFP, por lo que el siguiente paso consistidé en
comprobar si se podia producir el fenomeno de BRET con un constructo que contuviera

la proteina RLuc (AyaR*™

). De esta forma, realizamos curvas de saturacion de BRET
en células cotransfectadas con una cantidad constante de AzARRLuc y concentraciones
crecientes de A,ARY™ 0 A, RNYEP AZARC'YF P Como era esperable, obtuvimos una
sefial positiva de BRET para la transmision de energia entre A;aR®™ y A, R (Fig.
17). La sefial BRET aument6 de manera hiperbolica en funcion de la concentracién de
la construccion fusionada a YFP (determinada como la fluorescencia emitida por
excitacion directa a 480 nm) hasta formar una asintota. Dado que el par
AsaAR®/GABAg,R™™ no produjo una sefial detectable de BRET (Fig. 17), la sefial
hiperbélica encontrada para la pareja AsAR®™ /A,,RY'F indica que la interaccion entre
las dos moléculas de este receptor de adenosina es especifica, de acuerdo con resultados
anteriormente publicados (Canals et al., 2004).

Finalmente, de forma destacada, se obtuvo una sefial positiva de BRET en forma de

funcion hiperbolica en el caso en el que la molécula aceptora estaba formada por el

homodimero que expresaba una YFP complementada (cotransfeccion de A,aR*™
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AL ARNYFP /AL ARCYFP), sugiriendo asi la existencia de oligdmeros compuestos por mas

de dos miembros (Fig. 17).
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Fig. 17. Curvas de saturacion de BRET. Se midié el BRET en células transfectadas con A, REEw junto a
A aRYTP (A), a AR + ALREY™P (), 0 a GABAR,RY™ (A). Las cotransfecciones se realizaron con
cantidades crecientes de las construcciones para YFP, mientras que la construccion con RLuc se mantenia
constante. El panel de la derecha muestra la monitorizacion de estos valores, confirmando su variacion (YFP) o
estabilidad (RLuc), en diferentes puntos. En el grafico de la izquierda, los ratios de BRET obtenidos tras la
adicion de coelenterazina-h se representaron en funcion del valor de YFP normalizado.

Hay que aclarar en este punto que el incremento en la ratio de BRET observado tanto en
el par AsAR®/A;, R como en el conjunto AsaR® /A RN /ALARE se debio a
un aumento en la sefial de emision a 527 nm (YFP) tras la adicion de coelenterazina-h, y
no por una reduccion de la emision a 475 nm (Rluc) por fendémenos de inhibicion
(quenching) o de sobreexpresion, confirmando la especificidad de la sefial de BRET
observada (Fig. 17).

El andlisis de los resultados mostrados en la figura 5 reveld diferencias notables entre
las curvas obtenidas. Asi, el maximo de energia transferida (BRET,,x) observado en el
conjunto AzARRLuc /AzARN'YFP/AzARC'YFP fue 4.5 veces menor que para la pareja
AsaR®™ /ALLRYFP (55 + 6 y 250 + 15, respectivamente). Por otra parte, la
concentracion de aceptor que proporciond un 50% de ese valor méximo (BRETs), que
se considera un parametro que permite comparar la intensidad de la interaccidn, fue
también mas bajo para AsaR*™/A xRN YF/ARSYF en comparacion con AsaRF™™
/A ARYP (1.1 + 0.3 y 52 + 1.2, respectivamente). De esta forma, el ensayo de
BiFC/BRET permitié detectar la formacion de oligdmeros de orden mayor a dos, pero
existen muchos factores que discutir (v.g. cantidad de aceptor presente, la composicion

de los oligomeros detectados y otros factores fisicos propios de este tipo de
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transferencia de energia) para poder concluir cuestiones como por ejemplo la
proporcion de los diferentes complejos en la membrana plasmatica.

En resumen, al combinar las técnicas de BRET y BiFC, pudimos detectar en células
vivas por primera vez oligémeros del receptor de adenosina A, compuestos por mas de
dos miembros, proporcionando nuevas perspectivas en cuanto a la composiciéon de

oligomeros de receptores acoplados a proteina G.

El conjunto de estos resultados se presentd como articulo, titulado “Detection of higher-
order G protein-coupled receptor oligomers by a combined BRET-BiFC technique” y
fue publicado en la revista “FEBS Letters” (Anexo I).

1.3. Oligomeros de A4R de orden superior a dos: Hetero-oligomeros

La oligomerizacidn del receptor de adenosina A;x formando complejos diméricos, ya
con si mismo u otros receptores, es un hecho que ha sido ya demostrado ampliamente
(Ferré et al., 2002, Canals et al. 2003). Sin embargo, no sucede lo mismo respecto la
formacion de complejos de orden superior a dos. De esta forma, a pesar de conocerse la
interaccion directa entre el receptor Ay de adenosina tanto con el receptor D, de
dopamina (D;R) como con el receptor metabotropico 5 de glutamato (mGlusR) por
separado, hasta el momento de iniciar este trabajo tan solo existian indicios bioquimicos
y de comportamiento animal de una posible interaccion oligomérica entre estos tres
GPCR. Es por ello que, una vez implementada la aproximacion combinando las técnicas
de BRET y BiFC para describir interacciones en un oligdmero de tres miembros,
quisimos utilizar esta nueva herramienta para probar de manera directa la posible
existencia del oligdmero A;sR/D;R/mGlusR.

Para ello, en primer lugar clonamos las siguientes proteinas de fusion: D,RNY* D,R®
Y mGlusRN Ty mGlusR“"** de manera similar a como se hizo para el receptor
AsaR. A continuacién, de las seis construcciones con las que poder realizar BiFC, se
determino qué pareja presentaba una mejor eficiencia de emision de fluorescencia. Asi,
se pudo observar que la cotransfeccion de mGlusR™N"™* y D,R“™ era la que resultaba
en una mejor complementacidn y mayores niveles de fluorescencia (datos no
mostrados). Por otra parte, la distribucién del heterodimero D,R/mGlusR detectada con
esta técnica mostrd por microscopia confocal una distribucion subcelular muy parecida

a las de ambos receptores por separado (Fig. 18).
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mGlu REYFP
+ D,RN'TFP

Fig. 18. Visualizacion del heteromero D,R/mGlusR. Se transfectaron transitoriamente células
HEK con los ADNc indicados (D,RY™, mGlusR¥™ y mGlusRNY"+D,R“Y™) y se procesaron
para obtener imagenes por microscopia confocal. Las observaciones se realizaron con un laser de
analisis confocal Olympus Fluoview 500 adaptado a un microscopio invertido Olympus IX-70.
Barra de escala: 10um.

De forma similar a los experimentos realizados con el homodimero Aj;sR, para
descartar que la reconstitucion de YFP no se debiera a interacciones aleatorias entre las
dos mitades de la proteina fluorescente, se realizaron experimentos de BiFC de nuestras
construcciones con otros GPCR control. Usando tanto GABAg,R como GABAg,R en
las mismas condiciones experimentales, no detectamos fluorescencia por
complementacion con DR o mGlusR (imagenes no mostradas). Asi pues, pudimos
concluir que fuimos capaces de visualizar por primera vez la heterodimerizaciéon de
estos dos receptores, fendmeno que es especifico y que sucede a nivel de la membrana
plasmatica.

Seguidamente, y manteniendo las condiciones experimentales descritas anteriormente,
pasamos a realizar experimentos de BRET utilizando como molécula donadora la

R®M* en una cantidad constante y cantidades crecientes de los

construccion Aja
plasmidos que codificaban para mGlusR™™ y D,RNY* o, alternativamente, de la

construccion GABABzRYFP como control negativo.
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Fig. 19. Deteccion de complejos heteroméricos de A,,R/D,R/mGlusR por ensayos combinados
de BRET y BiFC. A) Representacion esquematica del ensayo. La molécula donadora de energia
A AR oxida el sustrato coelenterazina-h, cuya emisién a 475 nm tiene la capacidad de excitar
a la molécula aceptora, compuesta por el heterodimero D,R“Y**/mGlusR™N"™, produciéndose una
emisién a 527 nm. B) Curva de saturacion de BRET. Se midi6 el ratio de BRET en células
cotransfectadas con A,xR®™™ junto a mGlusRNYP+D,RYP (o) 0 a GABARR'™ (A),
manteniendo la primera construccion en una cantidad constante y aumentando gradualmente los
constructos para YFP. Estos ratios se representaron en funcion de la cantidad total de YFP
normalizada.

Asi, se obtuvo una sefial positiva de BRET para la transferencia de energia entre
Ay ARV y mGlusRE Y /D, RN-YEP (Fig. 19). La especificidad de esta sefial, que
incremento en forma hiperbodlica en funcidn de la cantidad de YFP complementada por
el heterodimero (determinada por excitacidon directa a 480 nm), indico, por lo tanto, la
existencia de oligomeros de GPCR formados por mds de dos protomeros, i.e.

heterémeros mGlusR/D,R/AAR.

Estos resultados, en conjunto con otras técnicas bioquimicas basadas en la transferencia
de energia (v.g. SRET, desplazamiento de BRET) y otras aproximaciones
metodoldgicas (v.g. coinmunoprecipitaciones, microscopia electronica) fueron
publicados en la revista Journal of Neurochemistry bajo el titulo “Metabotropic
glutamate type 5, dopamine D, and adenosine Aj;s receptors form higher-order

oligomers in living cells” (ver Anexo II) describiendo la formacién de este oligdmero y

51



Resultados

demuestran, como en el caso del homémero A;sR, que los GPCR pueden organizarse

en estructuras complejas.
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2. IDENTIFICACION DE NUEVAS PROTEINAS INTERACCIONANTES CON
AZAR

En el apartado anterior hemos descrito los experimentos realizados para determinar que
AsAR es capaz de formar complejos oligoméricos de GPCR de mas de dos miembros,
tanto homo-oligdmeros como hetero-oligdmeros. Una vez llegados a este punto,
consideramos que encontrar otros participantes de este entramado de interacciones
proporcionaria una mejor comprension de como se produce la transduccidon de sefiales
en sistemas tan complejos y, a la vez, afadiria nuevas estrategias terapéuticas en
patologias en las que alteraciones en estos receptores fueran relevantes. Con esta
finalidad, iniciamos una colaboracion con grupos de investigacion de diversos paises y
bajo la coordinacién del Dr. Igor Stagljar, del Departamento de Bioquimica y Genética
Molecular de la Universidad de Toronto, nos involucramos en un proyecto para generar
un nuevo “interactoma” de 50 GPCR (46 de clase A o rhodopsin-like, 2 de clase B o
secretin-like y 2 de clase F). De esta forma, utilizamos el ensayo de doble hibrido de
membrana en levadura con ubiquitina partida modificada (modified split-ubiquitin
membrane yeast two-hybrid, MYTH) con las secuencias completas de esos receptores
humanos, en nuestro caso Aj;aR, para identificar las posibles proteinas que
interaccionan con este receptor cuando se expresa en la membrana plasmatica. El
protocolo de esta metodologia fue disefiado y publicado recientemente por el mismo

laboratorio coordinador (Snider et al., 2010; ver Metodologia).

M Fx GPCR bait 7 TF

Bait

" uBk

Fig. 20. Representacion de la construcciéon GPCR-anzuelo, conteniendo el factor de maduracion o
(MFa), la secuencia del receptor, la mitad C-terminal de la ubiquitina (Cub) y el factor de
transcripcion (TF). En la parte inferior, esquema del funcionamiento del sistema de doble hibrido
de membrana (MYTH) con ubiquitina partida modificada. La proteina presa (prey) interacciona
con el GPCR-anzuelo (bait) y fuerza la reconstitucion de NubG y Cub. Una vez formada la
ubiquitina, se pueden reclutar las proteasas especificas de ubiquitina (UBPs) y por su accion
liberarse el factor de transcripcion que activara los genes de seleccion.
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2.1. Generacion de los GPCR-anzuelo humanos y su validacion

El primer paso fue generar las proteinas anzuelo (baif), consistentes en los receptores
mencionados fusionados por su extremo N-terminal al factor de apareamiento o de
levadura (para inducir la localizacion en membrana plasmatica), y unidos en la cola C-
terminal a una mitad de la proteina ubiquitina (Cub) y a un factor de transcripcion
artificial compuesto por LexA y VP16 (Fig. 20). Tras comprobar con los controles
correspondientes que estos GPCR-anzuelo tenian la correcta localizacion subcelular y
no provocaban una autoactivacién del sistema (Fig. 9), los pasamos a aplicar en el
cribado por MYTH de alto rendimiento para identificar nuevos elementos asociados a

€808 receptores.

Fig. 21. Controles de autoactivacion y localizacion de la expresion de la proteina-anzuelo en
experimentos de MYTH. Una cepa de levadura que expresaba la proteina de fusion AyyR-Cub-TF
fue cotransformada y sembrada en diluciones seriadas en medio de seleccion con proteinas no
interaccionantes con nuestro anzuelo, residentes en membrana plasmatica (PM) o reticulo
endoplasmatico (ER). Estas proteinas estaban fusionadas a Nubl (la mitad de ubiquitina
complementaria en forma nativa, que permite una reconstitucion espontanea) o NubG (la misma
mitad pero mutada) para evaluar, respectivamente, la activacion del sistema de cribado en ambas
localizaciones celulares y que esta activacion es dependiente de la interaccion especifica entre
anzuelo y presa.

2.2. Cribado por MYTH de los GPCR, especificidad de la interaccion y depuracion del

interactoma

Los cribados por MYTH se realizaron por duplicado utilizando cepas de levadura que
expresaban el GPCR-anzuelo validado (A;aR-Cub-TF) contra una biblioteca de ADNc
de cerebro fetal humano, integrada en un vector-presa que fusionaba a esas secuencias
la otra mitad de la ubiquitina (NubG). Es interesante mencionar que, dado que la
estrategia de construccion de la biblioteca de ADNc fue por restriccion enzimatica, se

evaluaron tanto secuencias truncadas como otras completas. Como resultado, algunos
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de los miembros de esa biblioteca contenian también GPCR truncados que retenian la
capacidad para heterodimerizar con el GPCR-anzuelo, aumentandose la posibilidad de
identificar nuevas interacciones GPCR-GPCR.

El protocolo seguido, brevemente, consistid en transformar estas librerias en las cepas
de levadura que expresaban los GPCR-anzuelo y crecer las colonias aisladas sobre
medio selectivo solido. Estas colonias fueron pasadas a continuacion a medio liquido
para la obtencidon de su ADN, el cual se amplifico en E. coli y se extrajo para su
secuenciacion con un primer comun a toda la biblioteca. Las secuencias obtenidas
generaron una lista de candidatos, que se refind descartando aquellas correspondientes a
regiones no codificantes (v.g. intrones), elementos bioldgicamente no significativos (i.e.
péptidos sefial para el procesado de proteinas, contaminantes ribosomales) y falsos
positivos (v.g. proteinas de membrana mitocondrial bioldgicamente inaccesibles,
proteinas detectadas en numerosos cribados de GPCR de diferentes familias, etc.).

A continuacidn, las secuencias restantes fueron probadas con una proteina-anzuelo no
relacionada al GPCR-anzuelo original para descartar resultados no especificos para este

ultimo (Fig. 22).

Control bait A, R bait Test result
v

NX X X N

Fig. 22. Test de dependencia de anzuelo (bait dependency test). Las secuencias-presa obtenidas en los cribados
por MYTH fueron purificadas y transformadas de nuevo en levaduras que contenian nuestro anzuelo (AysR) o
una proteina control no relacionada. Diferentes colonias de estas levaduras se sembraron en medio de seleccion
y se determind la especificidad de la interaccion con la presa en el caso en que hubiera una mayoria de colonias
positivas (crecidas y azules) para A,,R, pero no en la cepa de levadura con anzuelo control.
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En el caso de nuestro constructo A;sR-Cub-TF, se seleccionaron por el cribado un total
de 103 secuencias, de las cuales 47 (representando una media de 638 pares de bases)
pasaron al test de dependencia de anzuelo, identificandose finalmente las siguientes

proteinas:

Tabla 2. Lista de proteinas interaccionantes con A;sR encontradas en el cribado por MYTH de una

libreria de ADNCc de cerebro fetal humano.

Nombre Localizaciéon Funcién
Calcium-activated potassium channel subunit beta-1 Membrana Reguladora
Yipl interacting factor homolog B (S. cerevisiae) (YIF1B) Membrana -

Solute carrier family 35, member B1 (SLC35B1) Membrana (RE) Transportador
Transmembrane protein 203 (TMEM203) Membrana -

Proteolipid protein 1 (PLP1), transcript variant 1 Membrana Mielinizacién
Rhomboid domain containing 2 (RHBDD2) Membrana (Golgi) -
Niemann-Pick disease protein, type C1 (NPC1) Endosoma Transportador
Adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit (AP2M1) Citoplasma Internalizacion
Melanoma antigen family H, 1 (MAGEH1) Citoplasma -

G protein-coupled receptor 37 (endothelin receptor type B-like) (GPR37)  Membrana -

Una vez obtenidos estos datos, su andlisis preeliminar nos reveld proteinas con diversas
funciones (transportadoras, reguladoras, etc.), asi como otras con esta caracteristica por
determinar. Por otra parte, cabe destacar que se identificaron tanto elementos
citoplasmaticos como integrales de membrana y, muy notablemente, surgié otro
miembro de la familia de los GPCR, GPR37. Respecto a este receptor, como se comenta
mas adelante, se ha postulado su posible implicacién en la enfermedad de Parkinson, en
la que el A;sR también juega un papel fundamental, por lo que decidimos priorizar la

validacion de la interaccidn entre A;4R y GPR37.

Por ultimo, cabe comentar que en el conjunto del proyecto con los 50 GPCR estudiados,
se encontraron interacciones entre 699 proteinas, incluyendo 368 proteinas de
membrana (un 37% del total). Todos estos resultados se encuentran en proceso de
publicacion, en la que se describen validaciones fisicas y funcionales de nuevas
interacciones de proteinas encontradas con su correspondiente GPCR. Asimismo, se
hace un andlisis global de las redes encontradas y se destacan aquellas que influyen mas
directamente en ciertas patologias, como el cancer o algunas de las relacionadas con el

sistema nervioso.
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3. VALIDACION DE LA INTERACCION ENTRE EL RECEPTOR A4, DE
ADENOSINA Y EL RECEPTOR HUERFANO GPR37

Entre las proteinas identificadas en los experimentos de doble hibrido de membrana
para AjaR, quisimos estudiar con mas detalle la interaccion con el receptor huérfano
GPR37. El interés por esta proteina en concreto derivé tanto de su pertenencia también
a la familia de los GPCR, como por su implicacion en la Enfermedad de Parkinson.

GPR37 es conocido también como Pael-R (Parkin-associated endothelin-like receptor,
receptor parecido al de endotelina y asociado a parkin) y se expresa preferentemente en
SNC, donde estd especialmente enriquecido en cerebelo, cuerpo calloso, médula,
putamen, nucleo caudado, substancia negra e hipocampo (Donohue et al., 1998;
Marazziti et al., 1997, Takahashi e Imai, 2003; Zeng et al., 1997). Como su nombre
indica, es sustrato de parkin, una ligasa E3 del tipo proteina-ubiquitina que participa
como parte del proteasoma en la ubiquitinacién y degradacidon de agregados proteicos
(Dev et al., 2003). La pérdida de funcion de parkin en la Enfermedad de Parkinson de
inicio en el adulto joven (o de inicio precoz, YOPD), cuyo origen es autosémico
recesivo, evita la degradacion de sus sustratos (v.g. GPR37), lo que resulta en su
acumulacién toxica (Shimura et al., 2000; Sriram et al., 2005; Zhang et al., 2000).
Ademéds, se ha descrito la presencia de GPR37 en el nucleo de cuerpos de Lewy de

pacientes de parkinson (Murakami et al., 2004).

3.1. Interaccion fisica: células en cultivo

Inicialmente, la validacion de la interaccion entre A;aR y GPR37 se realizo en cultivos
de células HEK293, donde se transfectaron transitoriamente las construcciones AzARCFP
y GPR37""". Estas células fueron procesadas para su analisis por microscopia confocal.
Las imagenes obtenidas mostraron que ambas construcciones estaban presentes en la
membrana plasmatica y que, en el caso de las muestras cotransfectadas, existié un alto

grado de codistribucidn entre ambas sefiales fluorescentes (Fig. 23).
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e | GPR37YFP
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Fig. 23. Colocalizacion de A;,R y GPR37 en células HEK. Se transfectaron células con A, RCFP (a),
GPR37YFP (b) y AaRCFP mas GPR37YFP (c-e), y se prepararon para obtener imagenes por microscopia
confocal. Las muestras se excitaron a 430 nm (a, c, ) o 510 nm (b, d, e) y se filtraron sus emisiones para
detectar CFP o YFP, respectivamente. En amarillo se destaca el solapamiento en las dos emisiones. Los nicleos
celulares (azul) fueron tefiidos con DAPI. Barra de escala: 10 um.

Para confirmar que esta colocalizacion de los receptores se debia a una interaccion
fisica, se procedi6é a realizar experimentos de coinmunoprecipitacion (Fig. 24). Asi,
membranas de células transfectadas con AR (carril 1), GPR37" (carril 2), 0 AsaR y
GPR37"™" (carril 3) fueron procesadas para inmunoprecipitacion, utilizindose
anticuerpos de ambos receptores (Fig. 24). Los inmunoprecipitados, junto con muestras
totales de los lisados celulares, fueron analizados por SDS-PAGE e inmunoblot. Asi, se
pudo comprobar que los inmunoprecipitados obtenidos usando un anticuerpo anti-A;aR
en muestras que expresaban los dos receptores contenian también GPR37,
reciprocamente, al aislar de las muestras al receptor huérfano con su anticuerpo,
pudimos detectar también la presencia de A;sR solo en el caso de las células

cotransfectadas (Fig. 24).
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Fig. 24. Coinmunoprecipitacion de A;pR y GPR37 en células HEK. Se transfectaron células con
Ay R™T (carril 1), GPR37'™ (carril 2) y AsuRYT mas GPR37'™" (carril 3), y se obtuvieron
lisados de estas muestras. Estos extractos se inmunoprecipitaron con un anticuerpo monoclonal
anti-GFP o bien con un anticuerpo monoclonoal anti-A,4R. Los extractos crudos (Lysate) y los
inmunoprecipitados (IP) se analizaron por SDS-PAGE e inmunoblot (IB) usando anticuerpos
policlonales contra AR o GPR37.

Los experimentos anteriores sugieren claramente la presencia de una interaccion directa

proteina-proteina entre A;AR y GPR37. A continuacién, pues, se empled una técnica

biofisica (i.e. BRET) para demostrar que las potenciales proteinas interaccionantes

estaban ciertamente suficientemente proximas para dicha interaccidon directa una vez

expresadas en las células en cultivo. Utilizando las dos combinaciones posibles de

donador/aceptor (A aR*™/GPR37"™" 'y GPR37%M™/A,4R™™), se determind la

transferencia de energia en muestras con una concentracion constante de la construccion

con la proteina donadora (v.g. A;aR®™ o GPR37%") y cantidades crecientes de la

molécula aceptora (v.g. GPR37YFF o A ARYFP , respectivamente).
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Fig. 25. Ensayos de BRET entre Aj,R y GPR37. Se obtuvieron curvas de saturacion del ratio de BRET de
células transfectadas con: a) GPR37™° con A,,RY™" (M) o A;\RY™ (), y b) ApuR®™ con GPR37YFP (H) o
CDA4YFP (LJ). En ambos graficos se mantuvo constante la cantidad de proteina de fusion donadora, mientras
se transfectaron concentraciones crecientes del receptor fusionado a YFP. Los ratios de BRET obtenidos en
tres experimentos independientes se representaron en funcion del valor de YFP normalizado.
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En estas condiciones, se pudieron obtener curvas saturables en ambos casos (Fig. 25),
demostrando de esta manera la especificidad de la transferencia de energia. De manera
interesante, en el caso de otras proteinas de membrana usadas como control (CD4 para

AsaR y AR para GPR37), la sefial de BRET fue menor y no saturable.

3.2. Interaccion funcional: células en cultivo

Una vez validada la interaccion fisica entre A;aR y GPR37, se planted estudiar las

consecuencias funcionales que se derivan de esta oligomerizacion.

En primer lugar, quisimos evaluar si la interaccion A;AR-GPR37 afectaba a la expresion
en la membrana plasmdtica de ambos receptores. Asi, mediante la técnica de
biotinilacion (i.e. marcar con biotina las proteinas de membrana para aislarlas y
detectarlas), se pudo comprobar que GPR37 vio aumentada su presencia en membrana
plasmatica al ser coexpresado con A,sR, mientras que la expresion en la superficie

celular de este ultimo se vio reducida de manera significativa (Fig. 26).
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Fig. 26. Detecciéon de proteinas de membrana plasmética mediante experimentos de
biotinilizacion. a) Se transfectaron células HEK transitoriamente con AR (carril 1), GPR377FF
(carril 2) 0 ApxR y GPR37YF (carril 3) y se procedié al marcaje con biotina de las proteinas de la
superficie celular. Una vez realizado este proceso, se obtuvieron extractos celulares de cada
muestra y se purificaron por precipitiacion por afinidad con streptavidina aquellas proteinas que
habian incorporado biotina. Los extractos crudos (Whole cell) y los purificados (Cell surface) se
analizaron por SDS-PAGE e inmunoblot (IB) usando anticuerpos policlonales contra AR y
GPR37. b) Los ratios entre expresion en superficie celular y total del receptor A,,R se calcularon
por cuantificacion de sus bandas correspondientes. Los valores (media + desv. est. de tres
experimentos independientes) se normalizaron, asignando el 100% a la muestra transfectada
unicamente con A,,R. El asterisco indica datos significativamente diferentes a esa referencia: * p
< 0.05 por one simple t-test.

Dado que la coexpresion de A;4R y GPR37 afect6 la expresion en la superficie celular

de ambos receptores, nos propusimos evaluar si estos cambios afectaban también a la
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capacidad de sefalizacion de los mismos. Al ser GPR37 un receptor huérfano, carente
por tanto de agonista natural, decidimos inicialmente evaluar la influencia de la
coexpresion de este receptor en la sefializacion mediada por AaR.

Asi, realizamos experimentos de acumulacion de AMPc mediada por la activacion de
AsaR, una ruta de transduccion de sefial clasica de este receptor. Se us6 como sistema
de deteccion un gen reportero, la luciferasa, cuya transcripcion estaba controlada por un
elemento de respuesta sensible a AMPc (CRE). En estas condiciones, se determino el
efecto de la coexpresion de GPR37 sobre la generacion de AMPc mediada por AzaR al

ser activado con el agonista selectivo CGS21680 (Fig. 27).
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Fig. 27. Ensayo de acumulacion de AMPc. Células transfectadas transitoriamente con A;,R o con
A 4R mas GPR37 fueron estimuladas con un agonista del receptor de adenosina, CGS21680 (50
nM), y diferentes concentraciones del antagonista SCH-58261. Los resultados (n=3) se
normalizaron a la respuesta obtenida con CGS21680 en células que expresaban solo A,zR. Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto a ese valor: * p<0.05, ** p < 0.01, *** p <
0.001 por ANOVA con test de Bonferroni para comparaciones multiples.

Como se puede observar en la figura, la expresion de GPR37 afect6 la funcionalidad del
AsaR.  Asi, la activacion con el agonista CGS21680 produjo un efecto
significativamente menor en células que coexpresaban el receptor huérfano (~ un 30%
menos). Por su parte, células transfectadas unicamente con GPR37 no respondieron,
como era esperable, a la presencia de CGS21680 (datos no mostrados).

Por otra parte, también se puede observar en la figura que la inhibicién en la activacion
del receptor AaR se vio afectada por la presencia de GPR37. Asi, con la misma

concentracion de agonista, al afladir dos concentraciones diferentes del antagonista
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SCH-58261 (5 y 200 nM, columnas rayadas y negras) observamos diferentes efectos de
SCH-58261 inhibiendo la produccién de AMPc mediada por CGS21680. Por una parte,
en las células que expresaban A,sR el efecto del antagonista redujo los niveles de
AMPc de manera significativa en las dos concentraciones de SCH-58261, pasando de
un 100% a un 81% y un 59%, respectivamente, mientras que al coexpresar GPR37 con
AsaR solo la incubacion con SCH-58261 200 nM produjo un descenso significativo,

aunque menor, en la acumulacién de AMPc (Fig. 27).

El conjunto de estos resultados demostré que la presencia de GPR37 interfiere en la
expresion en membrana plasmatica y la funcionalidad de AjaR, reduciendo su

capacidad de activacion en células en cultivo.

3.3. Interaccion funcional: modelo animal

Una vez demostrada la interaccién funcional A;o-GPR37 en cultivos celulares, nos
planteamos estudiar su impacto in vivo, comparando una cepa de ratdbn comun
(C57BL/6J; wild-type, WT) con animales transgénicos con el mismo fondo genético que

no expresan GPR37 (GPR37'/').

Dada la relacién de ambos receptores con el sistema dopaminérgico, se quiso evaluar si
la interaccion entre AaR y GPR37 afectaba al sistema motor, tipicamente asociado a la
funcion dopaminérgica. Para ello, en primer lugar, se implementd una prueba de
movimientos temblorosos de mandibula (tremulous jaw movements, TIM), que se
definen como una desviacidn vertical de la mandibula inferior que no esta dirigida por
ningun estimulo. Las caracteristicas fisiologicas de este tipo de movimiento se asemejan
a las del parkinsonismo (Salamone et 4l., 1998), y por ello su induccion a través de
diversas drogas y el posterior estudio de su atenuacién con una amplia variedad de
compuestos se ha usado como una de las aproximaciones en el descubrimiento de
nuevos tratamientos contra el parkinson (Ishiwari et al., 2004; Salamone et 4l., 2008;
Trevitt et al., 2009).

En nuestro caso, empleamos el colinomimético pilocarpina para provocar estos TJM en
nuestros animales (WT y GPR3 77, como ya habia sido descrito anteriormente (Collins

et al., 2010), en ausencia o presencia del antagonista de A;aR, SCH-58261.
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Fig. 28. Perfil de TJMs inducidos por pilocarpina (i.p., 0.5 mg/kg) en ratones WT o GPR377
(N=6) en funcion del tiempo. Se evalué ademas el efecto de la administracion de SCH-58261
(i.p., 1 mg/kg) o, alternativamente, vehiculo. Los simbolos indican diferencias significativas entre
los animales WT y GPR37" tratados con vehiculo (*) o entre la administracion de vehiculo y
SCH-58261 en los animales WT (#): **/## p < 0.01, ***/### p < 0.001 por ANOVA con test de
Bonferroni para comparaciones multiples.

Como se puede observar en la figura 28, la acciéon de la pilocarpina varid
considerablemente entre los animales WT y los GPR37 . Asi, a los 20 minutos del
inicio del experimento, el tiempo de maxima accion de la pilocarpina, hubo un efecto
significativamente menor en los animales que no expresaban el receptor huérfano.

Por su parte, el tratamiento con el antagonista de A;aR solo fue capaz de reducir el
numero de temblores en el animal WT, mientras que en el animal GPR37" no parecio
tener efecto.

Estas diferencias se observaron mas claramente al representar el area bajo la curva de
cada tratamiento para el tiempo total del experimento (Fig. 29). Esta representacion de
los datos nos mostro que, efectivamente, el efecto de SCH-58261 hizo disminuir
significativamente el nimero de movimientos temblorosos unicamente en el caso de los

animales WT.
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Fig. 29. Representacion del area bajo la curva (AUC) de los perfiles de TIM observados en la figura 13. Los
asteriscos indican diferencias significativas: ** p <0.01, *** p <0.001 por ANOVA con test de Bonferroni para

comparaciones multiples.

Como control en esta prueba experimental, se usé también un antagonista muscarinico,
la tropicamida, en combinacidn con la pilocarpina. Bajo estas condiciones, se consiguiod
reducir la aparicion de TJMs de manera significativa en los dos tipos de animales (Fig.
30), con lo que nos pudimos asegurar que, aunque con un menor rango dindmico, era

posible disminuir también los movimientos de mandibula en los animales GPR37 ”.
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Fig. 30. Efecto de la tropicamida sobre los TIM inducidos por pilocarpina. a) Perfil de TIMs en ratones WT o
GPR377 en funcién del tiempo. Se indujeron los movimientos por la coadministracién de pilocarpina (0.5 mg/kg)
junto a tropicamida (2.5 mg/kg) o, alternativamente, vehiculo. b) Representacion del area bajo la curva (AUC) de
los TJM observados. Los asteriscos indican diferencias significativas: * p < 0.05, *** p < 0.001 por ANOVA con
test de Bonferroni para comparaciones multiples.

En segundo lugar, de forma parecida al test de TJM, evaluamos la actividad locomotora
de estos animales, cldsicamente asociada también al sistema dopaminérgico. De esta

forma, medimos la distancia recorrida durante 5 minutos por nuestros animales en una
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prueba de campo abierto. Los resultados obtenidos muestran que los animales GPR377"
tuvieron un comportamiento exploratorio mayor que los ratones WT, si bien este no fue
estadisticamente significativo (Fig. 31). Estos datos apuntan a un posible papel de
GPR37 sobre la actividad motora, que se confirmaron al administrar un antagonista de
AsaR. Asi, la administraciéon por via oral de preladenant (SCH-420814) permitid
observar que, a diferencia de lo descrito para otros antagonistas de A,4R (El Yacoubi et
al., 2000), el farmaco no tuvo efecto en los animales WT, hecho ya descrito
anteriormente (Hodgson et al., 2009). Sin embargo, en los animales GPR37" el
preladenant indujo un aumento significativo de la actividad locomotora (Fig. 31).
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Fig. 31. Efectos del antagonista de A,,R preladenant sobre la actividad locomotora de animales WT y GPR37™".
Se administr6 a los ratones (N=6) preladenant (oral, 0.5 mg/kg) o vehiculo y se contd la distancia recorrida
durante cinco minutos en experimentos de campo abierto. * p < 0.05 por ANOVA con test de Bonferroni para
comparaciones multiples.

En su conjunto, los ensayos realizados en ratones C57BL/6J comunes (WT) y de la cepa
GPR377 nos revelaron que, al igual que en los experimentos en cultivo celular, la
administracion de un antagonista de A;aR (SCH-58261 por via intraperitoneal o
preladenant por via oral) provoco diferentes efectos en funcion de la presencia o

ausencia del receptor GPR37.

El conjunto de los resultados obtenidos en los apartados 2 y 3 forman parte de una
publicacion conjunta, coordinada por el Dr. Igor Stagljar, que con el titulo provisional
“Systematic interactome building of 50 clinically relevant human GPCRs: a resource for
cell signalling research” se encuentra en proceso de presentacion a la revista “Molecular

systems biology”.
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4. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA DEL RECEPTOR HUERFANO GPR37

Una vez confirmada la interaccion molecular y funcional entre A;sR y GPR37,
quisimos caracterizar los determinantes moleculares que intervienen en dicha
interaccion. En primer lugar, sin embargo, fue preciso caracterizar estructuralmente el
receptor huérfano, ya que a pesar de haberse establecido una buena correlacion entre la
expresion de GPR37 y la enfermedad de Parkinson, se conoce muy poca informacioén
estructural y funcional de este receptor huérfano. Por ejemplo, aunque GPR37 tiene una
homologia significativa (40%) con los GPCR de clase A activados por péptidos (en
concreto, con los receptores B de endotelina, BB1 y BB2 de bombesina) (Marazziti et
al., 1997; 1998), sus agonistas no son capaces de activar a GPR37 (Leng et al., 1999;
Valdenaire et al., 1998; Zeng et al., 1997). En este sentido, la informacion sobre
ligandos especificos para GPR37 es todavia escasa. Sin embargo, se ha descrito que el
neuropéptido head activator (HA) es un ligando de alta afinidad para el receptor
(Rezgaoui et al., 2006), no sin controversia (Dunham et al., 2009). A pesar de que
algunas publicaciones anteriores a estos estudios habian sugerido que el péptido HA
esta presente en el cerebro humano y con un papel potencial en algunos tipos de tumor
cerebral, no se ha identificado ningun equivalente a HA en vertebrados, dejando asi
abierta la posibilidad de una version humana de este péptido. Por otra parte,
recientemente se han propuesto dos nuevos ligandos como posibles activadores tanto de
GPR37 como de su homdlogo GPR37L1. Se trata del factor neuro y glioprotector
prosaposina y un derivado peptidico de este, el prosaptide (Meyer et al., 2013). De
manera similar, la informacién estructural sobre GPR37 es muy reducida. Asi,
basicamente se ha descrito que el receptor tiene una inherente dificultad a la hora de
plegarse (Imai et al., 2001), hecho que complica su expresion ectopica en células y su
trafico a membrana plasmatica. En un estudio realizado paralelamente a nuestros
experimentos, se observéd que la delecion de los extremos extra e intracelulares afectaba

a la expresién de GPR37 en la superficie celular (Dunham et 4al., 2009).

4.1. Expresion en la membrana plasmadtica de GPR37 y su regulacion a través del

dominio C-terminal rico en cisteinas

A partir de los antecedentes descritos en la literatura, y del hecho de que modificaciones

postraduccionales covalentes en los residuos de cisteina en GPCRs afectan tanto al
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trafico de proteinas (Greaves y Chamberlain, 2007) como al acoplamiento de la proteina
G y, por lo tanto, a la eficacia de la sefializacion (Chini y Parenti, 2009), quisimos
estudiar la influencia de la cola intracelular del receptor en su localizacidn celular. En la
secuencia de aminoacidos de este extremo de GPR37 pudimos localizar, entre otros, una

region con seis cisteinas consecutivas (de las posiciones 563 a 568, Fig. 32).

Fig. 32. GPR37 y su cola C-terminal. a) Representacion esquematica de la cola C-terminal de GPR37. Los
residuos de cisterna en esta region se resaltaron en azul, indicandose ademas el numero de residuo al cual
corresponden. b) Modelo molecular de la parte intracelular de GPR37, construida a partir de la estructura
cristalina de A2AR (Dunham et. al, 2009). El modelo muestra que el residuo Cys553 se encuentra dentro del
conector entre el dominio transmembrana TM7 y la hélice HS, mientras que los aminoacidos comprendidos entre
Cys563 y Cys571 forman parte de H8. Los aminoacidos de la cola C-terminal, desde Ile571 hasta Cys563, no
fueron modelados.

Nos planteamos analizar, por tanto, si esta secuencia rica en cisteinas jugaba algliin
papel en el trafico celular de GPR37. Para tal fin, se generaron diversos mutantes por
delecion (Fig. 33) y analizamos en células transfectadas transitoriamente con estas
construcciones el trafico a membrana plasmatica mediante dos técnicas: experimentos
de inmunocitoquimica y ensayos de biotinilacién de la superficie celular. Asi, se pudo
observar que, mientras que células no permeabilizadas mostraron una expresion
superficial de GPR37 limitada, una gran cantidad del mismo se observd a nivel
intracelular en muestras permeabilizadas (Fig. 33). Un resultado similar se obtuvo para
la variante de GPR37 en la que faltaban los ultimos 40 aminoé4cidos (GPR37*°""). Sin

embargo, al eliminar los ultimos 48 residuos (GPR37%°%)

, perdiendo por consiguiente
el dominio rico en cisteinas, el receptor mostré una marcada expresion en superficie
celular, en comparacion con GPR37. Ademas, la eliminacién especifica de los seis
residuos de cisteina (GPR37%°°%%) también promovié un mayor transito del receptor

hacia la membrana plasmatica, sugiriendo que la presencia de este dominio rico en
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cisteinas en el extremo carboxiterminal del receptor limitaba su localizacion especifica

en la superficie celular (Fig. 33).
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Fig. 33. GPR37 y sus mutantes en la cola C-terminal: deteccion por inmunocitoquimica de las
construcciones de GPR37. Células HEK crecidas sobre cubreobjetos de cristal fueron transfectadas
transitoriamente con los ADNc que codificaban para GPR37, GPR37%°%, GPR377' y GPR3743%5%
procesadas para inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo policlonal anti-GPR37 (2 pg/mL). Este
anticuerpo primario unido fue detectado mediante un anticuerpo anti-conejo de cabra, conjugado a
AlexaFluor488 (1:2000). Los nucleos se tifieron con DAPI. Finalmente, las células se analizaron por
microscopia confocal para detectar GPR37 (verde) y nucleos (azul). La barra de escala representa 10 pm

Para corroborar la hipotesis de que el dominio rico en cisteinas controla la expresion en
membrana plasmatica de GPR37, llevamos a cabo ensayos de biotinilacion de la
superficie celular. Asi, aislamos el GPR37 presente en membrana plasmatica usando un
¢ster de biotina impermeable a membrana, en combinacién con una purificacion de
proteinas de membrana por afinidad a estreptavidina-agarosa. Como se observa en la
figura 34, las construcciones de GPR37 en las que estd ausente el dominio rico en
cisteinas (i.e. GPR374°% y GPR374°%7 %) presentaron una proporcién de receptor en
membrana plasmatica (respecto al total celular) que fue aproximadamente el doble que

la del GPR37 nativo. Por su parte, y en las mismas condiciones experimentales, la
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construccion de GPR37 que si contenia la regién de cisteinas (GPR37*°"") mostr6 una

marcada reduccion de su expresion en la superficie celular.
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Fig. 34. Deteccion en superficie celular de las construcciones de GPR37. a) Se transfectaron
transitoriamente células HEK293 con pcDNA3 (carril 1), GPR37 (carril 2), GPR37%® (carril 3),
GPR37%! (carril 4) y GPR37%°® (carril 5). El marcaje de proteinas de la superficie celular se realizo
como se describe en Gandia et al., 2013. Los extractos celulares crudos (Whole cell) y las proteinas
biotinilizadas (Cell surface) se analizaron por SDS-PAGE y se inmunodetectaron usando un anticuerpo
policlonal anti-GPR37 (1 pg/mL) o un anticuerpo policlonal anti-actinina (0.2 pg/mL) como control para
descartar el marcaje de proteinas citoplasmaticas. b) Cuantificacion de la expresion en superficie celular de
las construcciones de GPR37. Se calcularon los ratios de la expresion del receptor entre la membrana
plasmatica y el total de la célula para cada construccion y se normalizaron estos valores, asignando el 100%
a la forma nativa de GPR37. Los datos se expresan como la media £+ desv. est. de tres experimentos
independientes. Los asteriscos indican datos significativamente diferentes de la construccion GPR37: ** p
<0.01 y *** p <0.001 mediante ANOVA con test Student-Newman-Keuls post hoc para comparaciones
multiples.

Para concluir que el marcaje por biotina se produjo solo en la membrana plasmatica se
intentd detectar una proteina intracelular (en este caso, a-actinina) en la fraccion

purificada por afinidad, con resultado negativo (Fig. 34).

En conjunto, estos resultados nos permitieron concluir que el dominio rico en cisteinas
del receptor GPR37 parece jugar un papel fundamental en el control del trafico de

GPR37 hacia la membrana plasmatica.

4.2. Consecuencias funcionales de la eliminacion del dominio rico en cisteinas

A continuacién, nos propusimos evaluar si el neuropéptido HA, agonista putativo del
receptor, era capaz de activar GPR37 y si la ausencia del dominio rico en cisteinas
afectaba a la funcionalidad del receptor. Por esta razon, para los siguientes experimentos
decidimos comparar especificamente la forma nativa de GPR37 con GPR37%°%7% ya

que esta ultima no diferia en su expresion de membrana plasmatica de la construccion
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74963) Ademas, al ser una forma menos truncada que

sin toda la cola intracelular (GPR3
esta, la funcionalidad del receptor se veria potencialmente menos afectada.

En primer lugar, medimos la capacidad del neuropéptido HA de inducir la
internalizacion de GPR37, fendmeno anteriormente ya descrito (Rezgaoui et al., 2006).
Para ello, células transfectadas transitoriamente con GPR37 o GPR374%-% fyeron
incubadas con el neuropéptido HA y la distribucion del receptor se analizd por
inmunocitoquimica tanto en células permeabilizadas como en no permeabilizadas. De
manera destacada, el tratamiento con HA indujo en ambas transfecciones un
agrupamiento del receptor en la membrana plasmatica, como muestra la pronunciada
distribucion punteada en las células no permeabilizadas (Fig. 35). Ademads, el
tratamiento con HA indujo la translocacién de ambas formas del receptor hacia el

citoplasma, al poder observar un aumento de agregados intracelulares tras dicha

incubacidn (Fig. 35).

GPR37 GPR37A563-568
- Triton X-100H Triton X-100] |- Triton X-100+ Triton X-10

Control

HA peptide

Fig. 35. Internalizacion de GPR37 mediada por el péptido HA. Células HEK293 crecidas sobre
cubreobjetos de cristal se transfectaron transitoriamente con las construcciones GPR37 y GPR374%63-568
tratadas con vehiculo (control) o con una concentracion 1 pM de HA (HA peptide) durante 60 min y
procesadas para inmunocitoquimica usando un anticuerpo policlonal anti-GPR37 (2 pg/mL). El anticuerpo
primario unido fue detectado mediante un anticuerpo anti-conejo de cabra, conjugado a AlexaFluor488
(1:2000). Los nucleos se tifieron con DAPI. Las células se analizaron mediante microscopia confocal para
detectar GPR37 (verde) y los nucleos (azul). La barra de escala representa 10 pum.

s

En conjunto, pudimos concluir que el dominio rico en cisteinas de GPR37 no afecta al
agrupamiento en superficie celular del receptor mediado por HA ni a su internalizacion.
A continuacion, se analiz6 la funcionalidad del receptor midiendo los cambios en el

calcio intracelular, dado que ya se habia descrito previamente que estos podian ser
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mediados por la estimulacion con HA (Rezgaoui et al., 2006). Con este fin, células

HEK?293 se transfectaron transitoriamente con GPR37 o GPR374%63-368

, mas el vector
pGL4-NFAT-RE/luc2p, que codifica la expresion de una luciferasa como gen reportero
bajo el control de un elemento de respuesta al factor de transcripcion NFAT,
dependiente de calcio. Asi, estas células fueron incubadas con concentraciones
crecientes del neuropéptido HA y se obtuvieron curvas dosis-respuesta (Fig. 36).
Analizando estas curvas pudimos observar que, mientras que la ECsy se mantuvo en el
mismo rango (69 £ 25nM y 129 £ 54 nM, respectivamente), la respuesta maxima fue
significativamente diferente (11 + 3% y 46 + 5%, respectivamente). Por su parte, las

células transfectadas con un vector control vacio no mostraron acumulacion de calcio

tras la incubaciéon con HA (datos no mostrados).
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Fig. 36. Funcionalidad de las construcciones de GPR37 (I). Los cambios en el calcio citoplasmatico mediados
por receptor se midieron usando un método basado en luminiscencia. Se obtuvo una curva dosis-respuesta para
células HEK293 transfectadas con GPR37 o GPR37%°5% ysando el péptido HA como agonista. Los resultados
se representaron como porcentaje de la respuesta celular producida por ionomicina 1 uM. Los datos se expresan
como la media + desv. est. de tres experimentos independientes.

En resumen, estos resultados mostraron que la eliminacion del dominio rico en cisteinas

de GPR37 promueve la acumulacion de calcio intracelular mediada por este receptor.

Finalmente, también evaluamos los efectos del neuropéptido HA en la generacion de
AMPc mediada por la adenilato ciclasa (AC), dado que se ha descrito que GPR37
mediaria su respuesta a HA a través de G; (Rezgaoui et al., 2006). Asi, comprobamos si

la estimulacion con diferentes concentraciones de HA inducia la inhibicién de AC
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mediada por GPR37 en células transfectadas transitoriamente con este receptor e
incubadas con forskolina. Tal como sucedid con la acumulacion de calcio intracelular,
la ausencia del dominio rico en cisteinas promoviéo una mayor inhibicion de AC
mediada por el receptor (Fig. 37). En las mismas condiciones, el neuropéptido HA no

consiguio este efecto en células transfectadas con un vector vacio (datos no mostrados).
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Fig. 37. Funcionalidad de las construcciones de GPR37 (II). Se evaluo la inhibicion de la AC mediada por GPR37 y
GPR374%%58 Células HEK293 se transfectaron con estas construcciones y se estimularon con forskolina 1 uM y
diferentes concentraciones de HA. A continuacion, se determind la concentracion de AMPc usando el ensayo cAMP-
Glo™ de Promega. El descenso en la produccion de AMPc se representa como un porcentaje de la respuesta obtenida
por forskolina sola. Los datos se expresan como la media + desv. est. de tres experimentos independientes. Los
asteriscos indican datos significativamente diferentes de la construccion GPR37: * p < 0.05 y ** p < 0.01 mediante

ANOVA con test Student-Newman-Keuls post hoc para comparaciones multiples.

En conjunto, los datos obtenidos indicaron que la eliminacion del dominio rico en
cisteinas promovia la transduccion de sefial de GPR37, un fendmeno que puede ser
consecuencia del incremento de la expresion en la membrana plasmatica del receptor o

de un mejor acoplamiento a la proteina G.

4.3. Papel del dominio rico en cisteinas en el estrés de reticulo endoplasmadtico

inducido por GPR37

Se ha demostrado que la acumulacion intracelular de GPR37 en neuronas
dopaminérgicas provoca estrés en el reticulo endoplasmatico (RE) (Imai et al., 2001;
Kitao et al., 2007). Dado que la eliminacion del dominio rico en cisteinas facilito el
trafico del receptor a la membrana plasmatica, quisimos comprobar el papel de este

dominio en el estrés de reticulo mediado por GPR37.
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Para ello, analizamos el efecto de GPR37 en la expresion de GRP78, un asistente de
plegamiento de proteinas en ER. Esta chaperona es un importante regulador del estrés
de reticulo (Lee, 2005) y, de hecho, se ha demostrado que aumenta su presencia al
iniciarse ese proceso. Por lo tanto, transfectamos transitoriamente células HEK293 con
GPR37 y GPR374°%7% v evaluamos la expresion de GRP78 por inmunodeteccion
(Fig. 38). Como era esperable, el tratamiento con thapsigargina, un inhibidor de las
Ca®"-ATPasas sarcoendoplasmicas, aumenté la expresién de GRP78. De una manera
parecida, las células transfectadas con GPR37 mostraron un incremento significativo de
GRP78 (110 £+ 1.7%, p < 0.05) comparado con células control sin tratar. Sin embargo,

las células transfectadas con GPR3747¢35¢

no mostraron este aumento en la expresion
de GRP78, cuyos niveles fueron significativamente diferentes de los observados en las

células transfectadas con GPR37 (Fig. 38).
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Fig. 38. Expresion de GPR37 y estrés de RE (I): efecto de la expresion de GPR37 sobre GRP78. Células
HEK293 se transfectaron transitoriamente con un vector vacio (carriles 1 y 2), GPR37 (carril 3) y
GPR374%%5%8 (carril 4). Las células transfectadas con el vector vacio se trataron con thapsigargina 1 uM
(TG) durante 6h como control de la expresion inducida de GRP78 (carril 2). Se obtuvieron lisados
celulares, que fueron analizados por SDS-PAGE e inmunodetectados utilizando un anticuerpo policlonal
anti-GRP78 (1 pg/mL) o un anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina (0.2 pg/mL) como control de carga de
proteina. Las bandas obtenidas se cuantificaron y se representaron los ratios entre GRP78 y a-tubulina y se
normalizaron los valores, asignando el 100% a la muestra de vector vacio sin tratar. Los datos se expresan
como la media + desv. est. de tres experimentos independientes. El asterisco indica diferencias
significativas entre los datos comparados: * p < 0.05 mediante ANOVA con test Student-Newman-Keuls
post hoc para comparaciones multiples.

Tras iniciarse el estrés de reticulo, GRP78 es liberado por transductores de sefial en la
membrana del ER y esto lleva a la activacidon de las vias de sefializacidon de la respuesta
a proteinas no plegadas (unfolded protein response, UPR). Un efector en posteriores

etapas de una de estas vias es el activador de factor de transcripcion 4 (ATF4), cuya
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traduccién se incrementa durante el estrés de reticulo (Harding et al., 2000). Por
consiguiente, quisimos comprobar si la expresion de ATF4 se alteraba por GPR37.
Transfectamos transitoriamente células HEK293 con GPR37 y cuantificamos por
inmunodeteccidn la expresion de ATF4 (Fig. 39). Los resultados muestran que en estas
células se produjo un aumento significativo de ATF4 (147 + 14%, p < 0.05), en
comparacién con las células transfectadas con un vector control, sugiriendo asi que la
expresion de GPR37 promovia el aumento de ATF4. Por su parte, bajo las mismas
condiciones experimentales, células transfectadas con GPR37°°%% no mostraron un
aumento significativo en la expresion de ATF4 y esta a su vez fue significativamente

diferente de la observada en las células transfectadas con GPR37 (Fig. 39).
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Fig. 39. Expresion de GPR37 y estrés de RE (II): efecto de la expresion de GPR37 sobre ATF4. Células
HEK293 se transfectaron transitoriamente con un vector vacio (carril 1), GPR37 (carril 2) y GPR374%63-568
(carril 3) y se trataron con thapsigargina 1 pM (TG) durante 6h. Se obtuvieron lisados celulares, que fueron
analizados por SDS-PAGE e inmunodetectados utilizando un anticuerpo policlonal anti-ATF4 (1 pg/mL) o
un anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina (0.2 pg/mL) como control de carga de proteina. Las bandas
obtenidas se cuantificaron, se calcularon los ratios entre ATF4 y a-tubulina y se normalizaron los valores,
asignando el 100% a la muestra de vector vacio. Los datos se expresan como la media + desv. est. de tres
experimentos independientes. El asterisco indica diferencias significativas entre los datos comparados: * p
< 0.05 mediante ANOVA con test Student-Newman-Keuls post hoc para comparaciones multiples.

Globalmente, estos resultados apoyan la hipodtesis de que el dominio rico en cisteinas de
GPR37 estd involucrado tanto en la induccion mediada por receptor de la expresion de

GRP78 como en el aumento de ATF4 tras el inicio del estrés de reticulo.
4.4. Papel del dominio rico en cisteinas en la citotoxicidad mediada por GPR37
Finalmente, dada la relacion entre GPR37 y las vias UPR, que pueden llevar a

respuestas apoptoticas (Szegezdi et al., 2006), nos propusimos estudiar el papel del

dominio rico en cisteinas en la toxicidad mediada por receptor.

74



Resultados

Para ello, hicimos inicialmente una evaluacion del efecto de GPR37 en la viabilidad
celular con una tincidon fijable de muerte celular que fue aplicada en nuestros
experimentos de inmunocitoquimica. De esta manera, pudimos identificar células
positivas para ambos marcadores (i.e. muerte celular y expresion de receptor) y
cuantificar asi el alcance del dafio en ese subgrupo concreto de células. Observamos que
esta proporcidn fue significativamente diferente, en funcion de si la expresidon
correspondia a GPR37 0 a GPR37%°%% (19.2 + 4.3% y 7.4 + 2.4%, respectivamente),
sugiriendo por lo tanto que el dafio celular mediado por GPR37 depende del dominio

rico en cisteinas (Fig. 40).
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Fig. 40. Efecto de la expresion de GPR37 sobre la viabilidad celular (I). Las imagenes de microscopio
muestran células que expresan GPR37 o GPR37%°%5% (verde) y células que han entrado en el proceso de
muerte celular (rojo). Las células que son positivas para ambas condiciones se han destacado con una
flecha. En estas condiciones, la subpoblacion de células muertas y que expresan GPR37 se cuantificaron
para cada construccion y se representaron como el porcentaje del total de células transfectadas. Los datos se
expresan como la media + desv. est. de tres experimentos independientes. El asterisco indica diferencias
significativas con la forma nativa de GPR37: *** p < 0.001 mediante ANOVA con test Student-Newman-
Keuls post hoc para comparaciones multiples.

Ademas de la prueba de viabilidad celular, también estudiamos efectos especificos en la
via apoptdtica, determinando la actividad de la caspasa 3 tras la expresion de GPR37 o
de GPR37%%%,

Para este fin, usamos un substrato fluorogénico de caspasa 3 para determinar la
actividad de esta proteasa en lisados de células transfectadas con cada forma del
receptor. La fluorescencia generada por la accion de la enzima se normalizd a una
muestra control obtenida de células transfectadas con un vector control. Asi, pudimos

observar que, de manera similar a la prueba de viabilidad celular, las células
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transfectadas con la forma nativa de GPR37 mostraron una actividad de caspasa 3

significativamente mayor que las que expresaban GPR3747%-%

(1.7£0.2 veces y 1.3 &
0.03 veces, respectivamente), indicando que la apoptosis mediada por GPR37 depende
de alguna manera del dominio rico en cisteinas (Fig. 41).
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Fig. 41. Efecto de la expresion de GPR37 sobre la viabilidad celular (II): determinacion de la actividad de la
caspasa 3. Se obtuvieron lisados de células transfectadas con GPR37 o GPR37°% %% y cantidades de proteina
iguales de cada muestra se incubaron con un sustrato fluorogénico de caspasa 3. La fluorescencia generada se
midié y normalizé al valor obtenido en células transfectadas con un vector vacio. Los datos se expresan como la
media + desv. est. de tres experimentos independientes. El asterisco indica diferencias significativas con la forma
nativa de GPR37: *** p < 0.001 mediante ANOVA con test Student-Newman-Keuls post hoc para comparaciones
multiples.

Por lo tanto, estos resultados demostraron la importancia del papel del dominio rico en

cisteinas de GPR37 en los efectos citotoxicos asociados a la expresion del receptor.

El conjunto de resultados de este cuarto apartado conformé un articulo titulado “The
Parkinson’s disease-associated GPR37 receptor-mediated cytotoxicity is controlled by
its intracellular cysteine-rich domain”, que fue presentado y publicado en la revista

“Journal of Neurochemistry” (Anexo III).
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Discusion

Tras la resistencia inicial a aceptar la existencia de oligdbmeros de GPCR por parte de la
comunidad cientifica, actualmente se empieza a considerar un fenomeno comun de la
biologia de estos receptores (Terrillon y Bouvier, 2004; George et al., 2002). Asi, los GPCR
no se pueden considerar como elementos funcionales aislados, sino que deben ser vistos
como parte de complejos multiproteicos localizados en la membrana plasmatica. Estos
complejos de receptores con otras proteinas, que pueden ser no solo receptores sino también
proteinas de sefializacion y de andamiaje, serian los responsables de la integracion molecular
y funcional de la sefializacion del receptor. Se postula por tanto que, como parte de este
“receptorsoma”, los oligdmeros de receptores juegan un papel clave tanto en la activacion de
sefiales como también en la orquestacion de fendmenos moleculares que resultan en cambios

asociados a la plasticidad de esas sefiales

En la ultima década, la homodimerizacion de los receptores Aja ha sido demostrada mediante
el uso de aproximaciones bioquimicas y biofisicas (Canals et al., 2004). Cabe destacar aqui
que, por medio de experimentos de biotinilacién de la superficie celular, se demostré que
cerca de un 90% de A;sR en la membrana plasmadtica existian como estructuras
homodiméricas, apuntando a esta forma como la funcionalmente presente en la superficie de
la célula.

Los primeros experimentos de esta Tesis estuvieron dirigidos a estudiar la homodimerizacion
del receptor de adenosina A4 y la posible formacion de oligdmeros de orden superior a dos.
De esta manera, desarrollamos una nueva herramienta para identificar estos complejos
multiproteicos, como es el ensayo de BiFC combinado con la técnica de BRET. De forma
interesante, la aproximacion experimental de BiFC, usada mayoritariamente en sus inicios en
el area de la investigacion en plantas (Hink et 4l., 2003), permite la visualizacion directa de
interacciones entre proteinas en células vivas, constituyendo una herramienta importante para
la identificacidn y caracterizacion de este tipo de interacciones. Asi, mediante el uso de esta
técnica corroboramos la presencia de homodimeros en la membrana plasmatica. Por otra
parte, es interesante comentar que la distribucion subcelular del homodimero A;sR no fue
aparentemente diferente de aquella observada para el receptor A,aR total, sugiriendo que o
bien todas las formas del receptor son homodiméricas, o bien que no existen diferencias en la
distribucién subcelular de sus diversas configuraciones (v.g. monoémeros, homodimeros).
Estos resultados son consistentes con otros obtenidos en un estudio relacionado (Briddon et
al., 2008), en el que por la combinacién de las técnicas de BiFC y espectroscopia de

correlacidon de fluorescencia (FCS) pudimos obtener los coeficientes de difusion de AsaR en
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membrana plasmatica de células que expresaban AZARYFP o la combinacidon AzARN'
YFP/AZARC'YFP. Ambos coeficientes de difusion resultaron ser muy similares, de manera que la
forma homodimérica parecia tener las mismas caracteristicas que el global de receptores

(Briddon et 4l., 2008).

Probar la existencia de oligobmeros de mayor orden fue lo que nos motivé a combinar por fin
las técnicas de BiFC y BRET. Asi, con esta nueva aproximacion experimental fuimos
capaces de identificar oligdmeros de A;sR formados por mas de dos protomeros. En primer
lugar, por tanto, usamos esta aproximacion para detectar homoémeros de orden superior a dos
formados por A;aR. Cabe comentar sin embargo que, como ya hemos comentado en los
resultados, los valores de BRET combinado con BiFC obtenidos para el complejo
Ao AR/ AL RN YR/ AL REYFP  difirieron de la curva resultante del BRET para
AZARRI"C/AzARYFP. Estos cambios se podrian explicar teniendo en cuenta diferentes factores.
En primer lugar, la menor eficiencia en la emisiéon de fluorescencia por la YFP
complementada tiene como consecuencia una menor presencia de la molécula aceptora, de
manera que el sistema de transferencia de energia se ve limitado. Por otra parte, al estar
cotransfectando tres formas distintas del receptor, el numero de oligdmeros aptos para que
ocurra el BRET (i.e. AzARRluc/AzARN'YFP/AZARC'YFP), se veria afectado por la presencia de un
mayor niimero de complejos no aptos para esa transferencia de energia (v.g. AjaR®™/A xR
YEP/ ARV etc.) en comparacion a las combinaciones de este tipo que surgen en un
ambiente cotransfectado solo con dos construcciones A;aR (las fusionadas a Rluc e YFP).
Finalmente, mientras que se conocen ciertos aspectos moleculares de los dominios del A;sR
que median en el fendémeno de dimerizacion (Canals et 4l., 2004), la adicidon de un tercer
protomero nos indicaria que existen otras zonas donde es posible el contacto receptor-
receptor. Sin embargo, el hecho de que el valor de BRETs, en la combinacion BRET/BiFC
fuera diferente, nos indicaria que estas otras regiones de interaccion no son tan favorables o,
incluso, que se estarian produciendo fenomenos de cooperatividad negativa. En definitiva, a
pesar de que nuestros resultados indicaron pueden formarse oligdmeros de A;aR compuestos
por mas de dos protomeros, ésta no parece ser la estructura mas favorable, mientras que la

formacion del homodimero si estaria favorecida.

La determinacién de la existencia de oligdmeros compuestos por mas de dos protomeros de
AsaR nos llevé a pensar que podria tratarse de un fendmeno generalizado a toda la

superfamilia de los GPCR. Continuando con el trabajo iniciado con AjsR, quisimos
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determinar si se formaban oligdmeros de este receptor con los receptores D, de dopamina
(D2R) y metabotrépico 5 de glutamato (mGlusR), dado que estos tres GPCR presentan una
elevada codistribucion en el estriado. A nivel subcelular, se localizan en la membrana
postsinaptica (en su region perisinaptica) de neuronas GABAérgicas y se han descrito
extensamente las interacciones funcionales de caracter antagonista entre A;aR y D;R (Fuxe et
al., 2007), y de tipo sinérgico entre A;aR y mGlusR, conformando un gran numero de
indicios que sugieren la existencia del oligomero A;AR/D;R/mGlusR (Popoli et al., 2001).
Este complejo multiproteico, ademds, en el contexto del tejido nativo representaria una
entidad con una capacidad muy fina para modular las distintas sefiales que recibe el estriado,
por lo que nos encontrariamos con una evidencia de como se organizan los distintos

fendmenos moleculares que ocurren ante una gran diversidad de estimulos

Para confirmar esta hipotesis, utilizamos la misma aproximacion experimental usada en el
estudio del homodimero A;sR. Asi, mediante BiFC visualizamos en primera instancia el
heteromero D,R/mGlusR en células vivas, algo que hasta ese momento no habia sido
descrito. De forma importante, la distribucion subcelular y los controles negativos nos
corroboraron que este heterodimero se forma de manera adecuada y especifica. Esta
combinacion de receptores ofrecid un mayor rendimiento en la complementaciéon de la YFP
en el proceso BiFC y se usaron junto a A;xR¥"™ en experimentos de BRET/BiFC. De manera
interesante, al coexpresar las tres construcciones (i.e. AZARRIUC, mGlusRN'YFP y D2RC-YFP)
obtuvimos una sefial de BRET positiva y saturable, con lo que pudimos determinar que en
c€lulas vivas se produce una interaccidn especifica entre A;sR, DR y mGlusR. Es interesante
comentar en este punto que en este trabajo también se obtuvo, por medio de experimentos de
coinmunoprecipitacidn, indicios de la formacidn del oligdmero en tejido nativo, y que en la
actualidad en nuestro laboratorio se estd intentando demostrar de forma definitiva la

existencia de estas estructuras mas alla de en las células en cultivo.

A modo de resumen, hasta aqui, desarrollamos una nueva herramienta de trabajo
(BRET/BiFC) con la que pudimos identificar mediante la aproximacion BRET/BiFC
oligdbmeros de GPCR formados por més de dos miembros, ya sean protomeros de un mismo
receptor o de subtipos diferentes. De manera interesante, la utilizacidon de esta técnica para
describir nuevos oligémeros de este tipo deberia permitirnos avanzar en el estudio de los
GPCR. Asi, poder conocer, por ejemplo, la composiciéon de estos oligdbmeros de GPCR

resulta muy relevante en el estudio de novedosas aproximaciones moleculares (e.g.
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descubrimiento de nuevos dominios de interaccidn, disefio de ligandos con unidén a mas de

dos protémeros, etc.) en enfermedades en las que estos receptores puedan estar involucrados.

Con la intencidn de poder descubrir nuevos oligdmeros de los que A»aR pudiera formar parte
y entender los mecanismos por los que se forman, nos interesamos por la técnica de MYTH.
Asi, mediante su uso, pudimos encontrar un nuevo grupo de proteinas interaccionantes. De
forma importante, aunque la version clasica de doble hibrido ya se habia usado con esta
finalidad (Burguefio et al., 2003), se utilizaron solo los 120 ultimos aminodcidos, lo que
resultd en una limitada capacidad para detectar interacciones. Por tanto, se realizé el cribado
de una libreria de ADNc de cerebro usando la forma completa del receptor, con su estructura
y localizacidon apropiadas. De esta manera, después de utilizar los controles indicados y
analizar las secuencias obtenidas, generamos una lista con nuevas proteinas candidatas a

interaccionar con AzaR, conteniendo tanto proteinas de membrana como citosolicas.

Siempre resulta relevante que una proteina sea positiva para el ensayo de doble hibrido
MYTH. En cualquier caso, aunque los controles nos confirmen la especificidad de la
interaccion con nuestro GPCR-anzuelo, es necesario validarla mediante otros métodos
bioquimicos. En este sentido, es interesante comentar que recientemente se ha descrito que
fibroblastos que expresan una forma mutada y patoldgica de uno de los miembros de esta
lista (Niemann-Pick disease, type C1 (NPC1)) ven mejorado su fenotipo al usar el agonista de
AzAR CGS21680 (Visentin et al., 2013).

De todas maneras, nuestro interés se enfocd en el receptor huérfano GPR37, ya que revisando
la literatura se puso en evidencia la relevancia de este receptor en la enfermedad de
Parkinson. Ademas, su localizacién también en el estriado y su relacion con la transmision
dopaminérgica (Marazziti et al., 2007), apuntaron ain con mas fuerza a la plausible
interaccion con AaR, por lo que decidimos finalmente caracterizar esta interaccion, tanto
fisica como funcionalmente. En primer lugar, experimentos de colocalizaciéon por
microscopia confocal demostraron que cuando fusionamos ambos GPCR a proteinas
fluorescentes y los expresamos en células, los receptores codistribuyen. Por otra parte,
pudimos aislar ambos receptores en inmunoprecipitados de células cotransfectadas obtenidos
con anticuerpos contra ambos GPCR. En conjunto, por tanto, confirmamos con estas técnicas
que AzaAR y GPR37 se encuentran préoximos en los mismos dominios de membrana. De todas
formas, estas aproximaciones no demuestran una verdadera interaccion fisica, por lo que para

verificar que esta proximidad es lo suficientemente alta como para poder asegurar dicha
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interaccion, realizamos experimentos de BRET. Asi, observamos que las distintas
combinaciones de  aceptor-donador  empleadas  (ie.  ARM™'/GPR37TT  y
GPR37RLu°/A2ARYFP) fueron capaces de generar una sefial positiva de transferencia de energia
y que esta sefial fue saturable, asegurando su especificidad. Dado que para que existan
fendmenos de BRET las proteinas implicadas deben encontrarse a una distancia menor a 10
nm, podemos afirmar que existe una elevada probabilidad de que ambos receptores se

encuentren interaccionando.

Una vez confirmada la interaccion fisica entre A;aAR y GPR37, procedimos a estudiar las
consecuencias funcionales de dicha interaccion. En primer lugar, por experimentos de
biotinilacién de proteinas de membrana plasmatica constatamos dos hechos. Por una parte,
observamos un aumento tanto en la expresion total de GPR37 como en la de membrana
plasmatica cuando se cotransfectd con AjaR, respecto a expresar el receptor solo. Y de forma
similar, GPR37 también tuvo un efecto en la expresion de AaR, ya que se produjo una
disminucion significativa de su presencia en la membrana plasmatica. Dada la tendencia de
GPR37 a acumularse intracelularmente, estos cambios descritos para A;sR parecen
relacionarse con una posible retencion mediada por el receptor huérfano.

Este primer efecto funcional sobre los receptores (i.e. las variaciones en la expresion en
membrana plasmatica), nos motivo a estudiar cambios en la sefializacion que estos producian.
En concreto, nos centramos en el receptor A;aR por estar mejor descritos sus mecanismos de
sefializacién. Asi, mediante experimentos de acumulacion de AMPc inducidos por un
agonista selectivo, CGS21680, comprobamos que en condiciones de cotransfeccion, la
capacidad de activacion del receptor se vio disminuida significativamente. Ademas, el
antagonista de A;aR SCH-58261 perdio parte de su efecto inhibitorio al coexpresar GPR37.
Estas observaciones nos pueden indicar que la presencia del receptor huérfano estaria
disminuyendo la afinidad tanto del agonista CGS21680 (acumulandose menos AMPc) como
del antagonista SCH-58261 (requiriendo una concentracién mayor de este compuesto para
reducir esa acumulacion). Por otra parte, la menor expresion en la membrana plasmatica de
AsaR cuando se coexpres6 GPR37 constituye un factor adicional en estos cambios
funcionales. En cualquier caso, podemos afirmar que hay efectos funcionales derivados de la
coexpresion de GPR37 con AjsR, un hecho que apunta a un posible rol modulador reciproco
de estas proteinas. Por ejemplo, en condiciones patoldgicas la sobreacumulacién intracelular
de GPR37 podria conllevar una disminucién en la membrana plasmatica del receptor de

adenosina, generandose un desequilibrio fisioldgico en la célula. Por lo tanto, intentar
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restituir la funcidén normal de los receptores o actuar sobre el modo de interaccion entre ellos

para desvincularlos podria ser una posible diana de una solucidn terapéutica en el futuro.

La constatacion de una interaccion fisica y funcional entre A;aR y GPR37 en un modelo de
cultivo celular por expresion transitoria de los receptores, nos alentd a estudiar la
correspondencia de este fenomeno en un modelo animal. En concreto, estudiamos el uso de
antagonistas A;aR en diferentes modelos de comportamiento relacionados con el sistema
dopaminérgico, comparando sus efectos sobre ratones wild-type (WT) y sobre una cepa
knock-out (KO) para GPR37 de ese mismo tipo de raton.

En primer lugar, la induccién de movimientos temblorosos de mandibula (TJM) por el uso
del colinomimético pilocarpina tuvo diferentes efectos, produciendo por una parte un
significativo mayor nimero de temblores en el animal WT. Ademas, la coadministracion del
antagonista SCH-58261 por via intraperitoneal solo fue capaz de reducir esos TIM en el
animal WT, como ya se habia descrito anteriormente (Collins et al., 2010). Por otro lado, en
el segundo ensayo de comportamiento, observamos que la actividad exploratoria de los
ratones KO era mayor que la de los WT. Ademas, la administracion del antagonista de A;aR
preladenant aument6 esa actividad locomotora unicamente en el animal que no expresaba
GPR37. En conjunto, por tanto, a partir de los experimentos de comportamiento con ratones
WT y KO para GPR37, podemos realizar diversas consideraciones. Por una parte, los
animales KO respondieron de manera diferente a los WT en la situaciéon control (i.e. la
administracion solo de pilocarpina en el ensayo de TJM o de vehiculo en el de campo abierto)
lo que nos indica que las diferencias por el fondo genético (la ausencia o no de GPR37) ya
marcan una estado fisiologico basal diferente en estos ensayos: es decir, hay que considerar
inicialmente un efecto GPR37-dependiente. Por otra parte, aun teniendo en cuenta este factor,
existieron efectos diferenciados segun el tipo de animal de los antagonistas A;aR; es decir,
estos farmacos indujeron cambios Unicamente en uno de los dos tipos de animal (WT o KO).
De forma importante, el hecho que en el animal WT se pudieran regular los TIM inducidos
por pilocarpina usando un antagonista de AR, pero que esta regulacién no sucediera en los
experimentos de campo abierto, nos puede sugerir que estos eventos estan controlados por
vias diferentes. Asi, la regulacion de A;sR en la generacion de TJM seria directamente
dependiente del heterodimero A, R-GPR37, mientras que en el caso de la actividad
locomotora en campo abierto no se regularia por este oligdmero, si bien la ausencia de
GPR37 en el KO si afectaria de manera indirecta. Alternativamente, cabria considerar que el

perfil farmacoldgico de los antagonistas utilizados esta siendo alterado por la presencia de
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GPR37. Asi, podriamos proponer que el heterodimero A;sR-GPR37 (animal WT) tendria una
mayor afinidad por SCH-58261 que A,aR en ausencia de GPR37 (animal KO), lo cual podria
implicar un aumento de oligdmeros con otros GPCR. De manera similar, en el raton KO se
habria mejorado la afinidad por preladenant (SCH-420814), produciéndose una mejora de la
actividad locomotora ya descrita para otros antagonistas de A;aR (El Yacoubi et al., 2000).
De esta forma, se describié un aumento de la locomocién inducida por ZM-241385, incluso
contrarrestando los efectos depresores del movimiento del agonista selectivo CGS 21680 (El
Yacoubi et al., 2000). Finalmente, cabe comentar que, dado que el perfil farmacoldgico de
agonistas y antagonistas de A;aR se ha asociado a la preferencia por unirse a oligdmeros
situados presinapticamente o postsinapticamente (Orru et al., 2011), seria especialmente
interesante identificar en qué tipo neuronal y regidn sinaptica del estriado se encuentra el
heterodimero A;5R-GPR37 y determinar si, efectivamente, la ausencia del receptor huérfano
se relaciona con variaciones en los perfiles farmacologicos de los antagonistas utilizados.
Lamentablemente, la escasa informacion sobre GPR37 impide el avance en el conocimiento

de estos mecanismos de regulacion.

En base a esta ultima reflexion, es decir, la poca informacion existente acerca de GPR37, y
por supuesto la nueva interaccion descrita con el AzaR, los Gltimos experimentos realizados
en esta Tesis doctoral tuvieron como objetivo determinar como se produce la interaccion
entre los receptores A;aR y GPR37. Por lo tanto, decidimos intentar elucidar algunas
caracteristicas moleculares del receptor GPR37. A este respecto, en primer lugar nos
centramos en estudiar el dominio C-terminal de GPR37, en concreto en una region rica en
cisteinas (entre los residuos 563 y 568).

Asi, realizamos diversas mutaciones en esa secuencia, eliminando partes sucesivas de la cola
C-terminal del receptor, conservando o no ese dominio de poli-cisteinas. Mediante ensayos
de inmunocitoquimica y biotinilacion, observamos que, mientras que la forma nativa de
GPR37 presentaba una notable acumulacién intracelular (algo previamente descrito,
Murakami et al., 2004), la ausencia del dominio rico en cisteinas (en los mutantes GPR374%%%
268 v GPR37%°%) promovi6 una mayor presencia del receptor en membrana plasmatica. Estos
resultados apuntan a un papel crucial de esta region en el trafico del receptor, aunque difieren
de otros publicados donde la eliminacién de esta cola intracelular evita la expresion en la
superficie celular (Dunham et al., 2009). Sin embargo, hay que tener en cuenta que ambos
trabajos tuvieron aproximaciones metodoldgicas distintas, tanto en el nimero de aminoacidos

eliminados como en la técnica de determinacion del receptor en membrana plasmatica,
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principalmente. En cualquier caso, decidimos a continuacion evaluar los cambios provocados
por este dominio rico en cisteinas en la funcionalidad del receptor. De manera interesante, la

incubacién de células transfectadas con GPR37 o GPR374°3-568

con el neuropéptido HA (un
agonista al menos parcial del receptor) produjo un efecto similar de clusterizacion del
receptor en la membrana, mientras que la movilizacion de Ca*" y la inhibicién de la
acumulacion de AMPc, se vieron aumentadas en la forma mutada de GPR37, en

concordancia con la mayor presencia en membrana de GPR3747%-6%,

Otra consecuencia de la mejora en el trafico de GPR37 es una menor la retencion de este
receptor en compartimentos intracelulares, fendémeno que se ha asociado con una menor
viabilidad celular (Takahashi e Imai, 2003). Por lo tanto, investigamos si el estrés de reticulo
endoplasmatico y la citotoxicidad asociados a la expresion del receptor estaban determinados
al menos parcialmente por el dominio rico en cisteinas.

Asi, evaluamos la maquinaria de respuesta a proteinas no plegadas (UPR) en funcién de la
expresion del receptor, determinando la expresion de dos miembros de esta via situados en
diferentes puntos de la cascada de respuestas, GRP78 y ATF4. De la misma manera,
estudiamos los efectos sobre la viabilidad celular de cultivos que expresan GPR37 o
GPR374°%% midiendo tanto la muerte celular asociada a la expresién del receptor como la
activacion especifica de caspasa-3.

De forma interesante, determinamos mediante estos experimentos que la forma nativa de
GPR37 activa de manera clara la maquinaria de UPR, mientras que la ausencia del dominio

A563-568
7

rico en cisteinas de GPR3 reduciria de manera significativa la induccion de estos

mecanismos. De manera similar, tanto la proporcion de células muertas como de cantidad de

A563-568

caspasa-3 activa fue menor en células transfectadas con GPR37 que con la forma

nativa del receptor huérfano.

En resumen, hemos descrito el papel crucial de una secuencia discreta de la cola C-terminal
de GPR37 que participaria en el control del trafico hacia la membrana plasmadtica vy,
consecuentemente, con la transduccion de sefial dependiente de ese receptor. Esta
participacion, por cierto, podria deberse a modificaciones postraduccionales sufridas en este
dominio rico en cisteinas (Greaves, 2007), por lo que seria interesante realizar mutaciones
puntuales en la secuencia peptidica para poder determinar si son residuos especificos los
responsables de estos cambios. Ademas, la mejora en la distribucion en superficie celular del

receptor lleva asociada una disminucion en los mecanismos de citotoxicidad relacionados con
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la formacion de agregados intracelulares por UPR. Un posible mecanismo para esta
agregacion se ha descrito mediante la S-nitrosilacion de residuos de cisteina, que puede llevar
al mal plegamiento de las proteinas (Muchowski y Wacker, 2005). Por lo tanto, podemos
postular que la regidn rica en cisteinas de la cola C-terminal de GPR37 constituye un sensor
(del plegamiento del receptor, del estado redox celular), cuya ausencia o bloqueo facilitan el
trafico y suprime su acumulacién téxica. Uno de esos posibles bloqueos de este dominio se
podria ocasionar mediante la interaccidon con otros GPCR, dado que la heteromerizacion
suele modular el trafico de los receptores. Asi, seria interesante analizar en el futuro si existe
una relacion entre el dominio rico en cisteinas de GPR37 y la heterodimerizacion con AjaR.
Ademas, el hecho que GPR37 también aparezca por MYTH como candidato a interaccionar
con el receptor de dopamina D,, abre nuevas posibilidades de estudio de un posible complejo

oligomérico A;AR/D,R/GPR37.
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Mediante la aplicaciéon de una nueva metodologia, consistente en la combinacién de
las técnicas de transferencia de energia de resonancia por bioluminiscencia (BRET) y
de complementacién fluorescente bimolecular (BiFC), hemos podido detectar en
células vivas la formacion de oligdbmeros del receptor Ay, de adenosina con mas de

dos miembros.

En el estudio de las interacciones entre A,aR con el receptor D, de dopamina (D;R) y
el receptor metabotropico 5 de glutamato (mGlusR), hemos podido describir la
formacion de heterodimeros D,R/mGlusR mediante BiFC y la existencia en células

vivas de el oligdmero A,5R/D,R/mGlusR por la aplicacién del método BRET/BiFC.

Se han encontrado diez nuevas proteinas candidatas a interaccionar con AR
mediante la aplicacidon de una version modificada de la técnica de doble hibrido para
proteinas de membrana (MYTH). De entre los resultados encontrados,
correspondientes tanto a proteinas de membrana como citosélicas, ha destacado la

aparicion de un receptor acoplado a proteina G huérfano, GPR37.

La validacion de la interaccion entre AR y GPR37 se ha realizado mediante
experimentos en cultivos celulares y en modelos de comportamiento animal. Se ha
demostrado la interaccidn fisica y se han determinado sus consecuencias funcionales,
que incluyen los cambios en la expresion en superficie celular y la modificacion de la

efectividad de agonistas y antagonistas de A;aR mediada por la presencia de GPR37.

En el estudio estructural de GPR37, se ha demostrado la importancia de una region
rica en cisteinas (residuos 563 a 568) en el trafico del receptor hacia la membrana
plasmatica, la induccion de estrés de reticulo plasmatico y la activacion de caspasa-3

y vias apoptoticas mediadas por ese estrés.
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Abstract Despite some caveats, G protein-coupled receptor
oligomerization is a phenomenon that is becoming largely ac-
cepted. Within these oligomers, however, stoichiometry remains
to be elucidated. Here, by using bimolecular fluorescence com-
plementation, we visualized adenosine A,, receptor homodimers
in living cells, showing no apparent difference in the subcellular
distribution when compared to the YFP-labelled adenosine A;,
receptor protomer. Interestingly, the combination of bimolecular
fluorescence complementation and bioluminescence resonance
energy transfer techniques allowed us to detect the occurrence
of adenosine A,, receptors oligomers containing more than
two protomers. These results provide new insights into the molec-
ular composition of G protein-coupled receptor oligomers.

Structured summary:

MINT-6700472:

A2A (uniprotkb:P29274), A2A (uniprotkb:P29274) and A2A4
(uniprotkb:P29274) physically interact (MI:0218) by biolumi-
nescence resonance energy transfer (M1:0012)

MINT-6699330:

A2 A (uniprotkb:P29274) and 424 (uniprotkb:P29274) physi-
cally interact (MI:0218) by bimolecular fluorescence comple-
mentation (MI1:0809)

MINT-6699346:

A2A (uniprotkb:P29274) and A2A (uniprotkb:P29274) physi-
cally interact (MI:0218) by bioluminescence resonance energy
transfer (MI:0012)

© 2008 Federation of European Biochemical Societies. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: G protein-coupled receptors; Adenosine receptors;
Receptor oligomerization

1. Introduction

Adenosine, a well known endogenous modulator in the cen-
tral nervous system, as well as in the immune and circulatory
systems, exerts its actions through G protein-coupled adeno-
sine receptors (GPCRs). Of the four known adenosine recep-
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tors (A, Asa, Asp and Aj), the A,a receptor (AsaR) is one
of the major mediators of the central effects of adenosine [1].
AsaRs are mostly coupled to G proteins [2], thus being mainly
linked to adenylyl cyclase activation. Despite being prototypic
G; protein-coupled receptors, A,oRs can also signal through
other means such as the mitogen-activated protein kinase
(MAPK) cascade, via a pathway that is independent of hetero-
trimeric G proteins [3.4].

During the last decade, the fact that GPCRs form homo-
and heterodimers, or even higher-order oligomers, has been
extensively accepted, thus opening new avenues for drug dis-
covery [5]. The existence of these receptor—receptor interac-
tions has been demonstrated by several approaches including
both immobilized protein—protein interaction assays and
non-invasive light resonance energy transfer-based methods
[6]. By means of these approaches, we have demonstrated that
the A,AR form homodimers and that homodimers and not
monomers are the functional species at the cell surface of living
cells [7]. Furthermore, A;oR has also been shown to heterodi-
merize with other GPCRs. For instance, a protein—protein
interaction with the closely related AR has been shown to al-
low adenosine to exert a fine-tuning modulation of glutamater-
gic neurotransmission [8]. Also, heteromerization with other
GPCRs belonging to different families has been described
and reviewed recently [9,10].

Despite the large amount of accumulated information on
GPCR oligomerization, none of the approaches used up to
now has revealed the occurrence of higher-order GPCR oligo-
mers in living cells. In the present study, by means of a bimo-
lecular fluorescence complementation (BiFC) assay [11], we
analyze the capability of A,ARs to homodimerize. More
importantly, we describe the combined use of BiFC and biolu-
minescence resonance energy transfer (BRET) techniques as a
tool to identify GPCR oligomers (e.g. A;sRs oligomers) con-
taining more than two protomers, thus allowing the detection
of higher-order GPCR oligomers.

2. Materials and methods

2.1. Plasmid constructs

Full length yellow fluorescence protein (YFP) was subcloned in the
Xhol site of pcDNA3.1 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A C-
terminal truncated version of YFP, named N-YFP (amino acids
1-155), was constructed by PCR amplification and cloned into the
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Xhol site of pcDNA3.1 using the following primers: FnYFP (5'-
CCGCTCGAGACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3') and
RnYFP (5-CCGTCTAGATCAGGCCATGATATAGACGTTG-3').
Also, a N-terminal truncated version of YFP, named C-YFP (amino
acids 155-231), was made using the same strategy and the following
primers: FcYFP (5-CCGCTCGAGACCATGGACAAGCAGAA-
GAACGGC-3’) and RcYFP (5-CCGTCTAGATTACTTGTACAG-
CTCGTCCAT-3’). The cDNAs encoding human A;,R and human
v-aminobutyric acid Blb receptor (GABAg,R) were subcloned into
pcDNA3.1 containing YFP constructs, thus containing in frame the
sequences for YFP, N-YFP or C-YFP. A;AR was also subcloned into
the EcoRI site of pRLuc-N1 (Perkin—Elmer, Waltham, MA, USA),
thus containing in frame the sequence for Renilla luciferase (Rluc).

2.2. Cell culture, transfection and confocal microscopy

Human embryonary kidney (HEK-293) cells were grown in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium, DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) supplemented with 1 mM sodium pyruvate, 2 mM L-gluta-
mine, 100 U/ml streptomycin, 100 pg/ml penicillin and 10% (v/v) foetal
bovine serum (FBS) at 37 °C and in an atmosphere of 5% CO,. HEK
cells growing up to 80% confluence in six-well plates, containing
20 mm coverslips when used for confocal microscopy, were transiently
transfected with the DNA encoding the specified proteins by the poly-
ethylenimine (PEI) method. Briefly, 10 pg of DNA was diluted in 50 pl
of non-supplemented DMEM and mixed by pipetting with 75 pl of
1 mg/ml PEI (Polysciences, Warrington, PA, USA). After 8 min incu-
bation at room temperature, 450 pl of supplemented DMEM were
added and the resulting mixture was transferred to the 10 cm? well con-
taining the cells. The cells were further incubated during 2 h, washed
once with phosphate buffered saline (PBS) and placed in supplemented
DMEM medium for 24 h at 37 °C, followed by another 24 h at 30 °C
in order to allow proper fluorophore maturation [12]. Alternatively,
cells were transiently transfected by the calcium precipitation tech-
nique [13].

Transiently, transfected HEK cells were fixed in 1% paraformalde-
hyde for 10 min, and washed with PBS containing 20 mM glycine to
quench the remaining free aldehyde groups. Cells on coverslips were
mounted with Vectashield immunofluorescence medium (Vector Labo-
ratories, Peterborough, UK). Microscope observations were made
with an Olympus Fluoview 500 confocal scanning laser adapted to
an inverted Olympus IX-70 microscope.

2.3. Membrane preparation, gel electrophoresis and immunoblotting

HEK cells were harvested at either 24 or 48 h after transfection.
Membrane suspensions from transfected HEK cells were obtained as
described previously [14]. Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS/PAGE) was performed using 7.5% or 10% poly-
acrylamide gels. Proteins were transferred to PVDF membranes using
a semi-dry transfer system and immunoblotted with a mouse anti-
A;AR monoclonal antibody (clone 7F6-G5-A2; 1:1000; UpState,
Charlottesville, VA, USA) and then a horseradish-peroxidase
(HRP)-conjugated goat anti-mouse IgG (1:30000; Pierce, Rockford,
IL, USA). The immunoreactive bands were developed using a chemi-
luminescent detection kit (Pierce) [15].

2.4. cAMP measurements

Transfected HEK-293 cells (3 x 10° cell/sample) were incubated
overnight in serum-free DMEM in the presence of 0.5 U/ml adenosine
deaminase (ADA, EC 3.5.4.4; Roche, Basel, Switzerland). Before ago-
nist challenge cells were preincubated with 50 uM rolipram (Sigma—Al-
drich) for 10 min and then stimulated with the indicated concentration
of CGS21680 (Tocris, Bristol, UK), Forskolin (Ascent Scientific, Wes-
ton-Super-Mare, UK) or vehicle for another 10 min. After perchloric
acid precipitation and potassium hydroxide neutralization the accumu-
lated cAMP was measured by an Amersham cyclic AMP[*H] assay sys-
tem (GE Healthcare, Buckinhamshire, UK) as described in the
manufacturer’s manual. Briefly, 50 pl of cAMP standards or neutral-
ized samples were displayed in duplicate in assays tubes. Then 50 pl
of 1 pM cAMP[’H] were added together with 100 pl of binding protein
(cAMP soluble receptor) and incubated for 180 min at 4 °C. At the end
of the incubation, 100 pul of charcoal was added and tubes were shaken
and centrifuged at 12000 x g for 6 min. Two hundred microliters of
supernatant was counted in Wallac 1409 liquid scintillation spectrom-
eter with 50% efficiency. Each times that cAMP was dosed a standard
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curve was built with known concentration of cAMP from 1 to 16 pmol.
Specific cAMP generation in each case was determined by calculating
the difference between the cAMP accumulated in the stimulated vs. the
non-stimulated transfected cells.

2.5. Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) experiments

HEK cells transiently transfected with a constant amount of cDNA
encoding the A, ,R™" and increasing amounts of A)aRY?, GABAp,-
RYFP and A,AREYFP plus AsaARNYFP were detached, washed and
resuspended in HBSS buffer containing 10 mM glucose. To control
for cell number, protein concentration in the samples was determined
using a Bradford assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using bovine
serum albumin dilutions as standards. Cell suspension (20 pg protein)
was distributed in duplicate into 96-well microplates (black plates with
a transparent bottom for fluorescence measurement or white plates
with white bottom for BRET determination). Fluorescence and biolu-
minescence readings were collected using a Mithras LB 940 (Berthold
Technologies, DLReady, Germany) that allows the integration of the
signals detected in the filter at 485 nm (440-500 nm, maximum in bio-
luminescence emission) and 530 nm (510-590 nm, maximum in YFP
emission). YFP fluorescence was defined as the fluorescence of the
sample minus the fluorescence of cells expressing only Rluc-tagged
receptor. For BRET measurement, 5 uM A-coelenterazine (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) was added to the samples and readings
were performed after 1 min (net BRET determination) and 10 min
(Rluc luminescence quantification). BRET signal was determined by
calculating the ratio of the light emitted by YFP (510-590 nm) over
the light emitted by the Rluc (440-500 nm). The net BRET values were
obtained by subtracting the BRET background signal detected when
Rluc-tagged construct was expressed alone. Curves were fitted using
non-linear regression and one-phase exponential association fit equa-
tion (GraphPad Prism, San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Expression of A>4R fusion proteins

The fusion proteins AsaRY'T, AsAREM A, \RNYFP and
AaRSYFP as well as the A;AR™ were transiently transfected
into HEK cells. As shown in Fig. 1A the constructs displayed
the expected molecular size as determined by immunoblotting.
Briefly, the mouse anti-A;5AR antibody immunodetected a
band of ~42 kDa in extracts from HEK cells transiently trans-
fected with the human A,,R™" (Fig. 1A). This band did not
appear in extracts of mock transfected cells (Fig. 1A). Mean-
while, the same antibody detected a band of ~69, ~78, ~60
and ~52 kDa in extracts from HEK cells transiently transfec-
ted with AsaRYFP, ApARM™ AL RNYFP and A, RYFF,
respectively (Fig. 1A).

To validate the functionality of these A,AR constructs, we
also tested their signalling capability. As mentioned above,
AsaRs are coupled to G, proteins, thus activating adenylyl
cyclase and increasing the intracellular levels of cAMP (Fig.
1B). In HEK cells transiently expressing A,AR constructs, ago-
nist challenge induced a significant and comparable increase in
cAMP accumulation in all the constructs tested when com-
pared to the mock transfected cells (Fig. 1B), thus indicating
that these C-terminal tagged A;AR are functional.

3.2. Homodimerization of A, 4R determined by BiFC

The adenosine receptor homodimerization has been charac-
terized by means of several methodological approaches, includ-
ing FRET and BRET techniques [7,8,16]. The BiFC assay, a
protein fragment complementation method [17], is based on
the ability to produce a fluorescent complex from non-fluores-
cent constituents if a protein—protein interaction occurs [11].
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Fig. 1. Expression of A;oR fusion proteins. (A) Immunoblot detection
of A;sR fusion proteins in HEK-293 cells. HEK-293 cells mock
transfected (lane 1) or transiently expressing A;aR™ (lane 2),

AsARYFP (lane 3), A,pARR®Y (lane 4), A,ARNYFP (lane 5) and
A>ARSYFP (lane 6) were washed and membranes processed for
immunoblotting (see Section 2). Samples were analyzed by SDS-
PAGE and immunoblotted using a mouse anti-A;4R as a primary
antibody and horseradish-peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-
mouse IgG (1/30000) as a secondary antibody. (B) cAMP accumula-
tion. Cells mock transfected or transiently expressing A,y R™,
AsARYFP ) AL RRW AL RNYFP and A,AREYFP were preincubated
overnight with 0.5 U/ml adenosine deaminase and stimulated for
10 min with vehicle, 10 uM forskolin (F) or 200 nM CGS21680 (CGS)
and the specific cAMP accumulation was determined (see Section 2).
The results are expressed as means * S.D. of three independent
experiments performed in duplicate.

The BiFC approach is used for the analysis of protein interac-
tions in the normal cellular environment, enabling visualization
of the subcellular locations of protein interactions in living cells
[18]. To this end, adenosine A, receptors fusioned at the C ter-
minal with full length YFP or with C-YFP and N-YFP frag-
ments were generated and transfected into HEK cells.
Interestingly, as receptor homodimerization caused YFP
reconstitution, thus allowing fluorescence detection, we were
able to visualize A;AR homodimers in living cells (Fig. 2). It
is important to note that cells single transfected with A,AR con-
taining the C-YFP or N-YFP fragments in their C-terminal tail
did not provide a positive fluorescent signal as these YFP frag-
ments are not fluorescent by their own (Fig. 2). It has been pre-
viously shown that fluorescent protein fragments are able to
complement with low efficiency, thus forming fluorescent com-
plexes, even in the absence of a specific interaction [11]. To en-
sure that receptor homodimerization was not driven by
spontaneous YFP complementation we design some controls.
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The most appropriate negative controls for this technique are
fusion proteins that are expressed in the same subcellular com-
partment and that behave likewise to that under study but that
are not able to interact with. In this study and besides some po-
tential limitations we have used another GPCR as a negative
control, namely the human GABAg,;, receptor. Thus, under
the same experimental conditions, we were not able to detect
fluorescence complementation between the A;4R and the hu-
man GABAGg);, receptor (data not shown). Overall, these results
corroborate that the A;4R homodimerization in living cells is a
specific phenomenon, a fact that has been previously demon-
strated by other approaches [7].

3.3. Combined BRET/BIiFC assays in the study of adenosine
receptor oligomerization

In the past, the existence of A;4,R homodimers has been
demonstrated by using a combination of biochemical and bio-
physical techniques. More recently, the time resolved-FRET
(TR-FRET) approach revealed that these A,4R homodimers
occur at the plasma membrane level [7]. Now, to test the exis-
tence of higher-order A,sR oligomers, we designed a new
experimental approach consisting in the combination of BRET
and BiFC techniques (Fig. 3A). Interestingly, we found that
the optimum transfection ratio for AjaRN"YFF + A, REYFP
was 1:1 and that the spectral characteristics of the comple-
mented YFP were unaltered when compared to those of the
full YFP (Fig. 3B).

We also determined the A,AR homodimer-mediated YFP-
complementation efficiency for the A,ARNYFP /A, AREYFP
pair. As shown in Fig. 3C the fluorescence yield of the YFP-
complemented A;sR homodimer (A ARNYFP/A,  REYFP)
stands below the A,ARYFT fluorescence, as expected. Several
aspects need to be taken into account: for instance, the occur-
rence of non-fluorescent homodimer species (e.g. AxaRN"YFF/
AsARNYFP and ApnREYFP/ALARCYED) will reduce BiFC effi-
ciency.

Taking into account these experimental conditions, we per-
formed a BRET saturation curve in cells co-transfected with
a constant amount of the A,AR™" construct and increasing
concentrations of the AsARYIT or A,ARNYFP + A, REYFP
plasmids. A positive BRET signal for the transfer of energy be-
tween A aR%M and A,ARY'F was obtained (Fig. 3D). The
BRET signal increased as a hyperbolic function of the concen-
tration of the YFP-fusion construct added (assessed by the
fluorescence emitted upon direct excitation at 480 nm) until
reaching an asymptote. As the AjaR®"/GABAR,RY'? pair
led to an undetectable BRET signal (Fig. 3D), the hyperbolic
BRET signal found for the ApaAR®"/A,ARY'? indicates that
the interaction between two A;sR molecules is specific, in
agreement with previously described results [7]. Interestingly,
we also found a positive BRET signal that increases as hyper-
bolic function of the homodimer-mediated complemented
YFP, thus suggesting the formation of A,5R oligomers con-
taining more than two protomers (Fig. 3D). It is important to
note here that the increment in the BRET ratio observed for
the AsARFU/A,\RYTP and A,ARFU/A,RNYFP/A,  RCYFP
pairs is due to an enhancement on the 527 nm emission signal
(YFP) after addition of #A-coelenterazine and not by a
decrement on the 475 nm emission signal (Rluc) by just
a quenching/overexpression phenomenon, as expected for a
specific BRET signal (Fig. 3C).
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Fig. 2. VlSudllZdthn of A>aR homodimers by BiFC assays. HEK cells were transiently transfected with 10 pg of the cDNA encoding A,ARYFY,

A R AZAR

FPand A, ARNYFP (5 ug) plus A,aRSYFP (5 ug) and processed for confocal mlcroscopy imaging. Microscope observations

were made w1th Olympus Fluoview 500 confocal scanning laser adapted to an inverted Olympus IX-70 microscope. An explanatory schematic
representation illustrating the receptor species expressed on the plasma membrane of cells is shown on the top. Scale bar: 10 pm.

On the other hand, the maximum energy transfer (BRET %)
observed for the A aRMVU/ALARNYFP/A, REYFP pair is 4.5
times lower than the observed for the AyaAR®M/A,\RYFT pair
(BRET,,,x of 55 %6 vs. 250 = 15). This is an expected result
since the fluorescence values (x values) are different for the two
curves. For the Ay AR®/A, RY!T pair the fluorescence value
is proportional to the sum of the concentrations of ApaRYFT
(monomer) plus A ARFU/A,LRYFP  (dimer) plus higher
oligomers. On the other hand, for the A,aR¥"/A, RN-YIT/
AsaRSYFP pair the fluorescence value is proportional to the
sum of the concentrations of AsaRNYFP/A, R YFP (dimer)
plus  ApAREUYA RNYFP/AL  REYFP (trimer) plus higher
oligomers. Thus, different binding constants are involved here,
for instance the one for the monomer-monomer interaction and
the binding constant for the monomer—dimer interaction. Also,
not all homodimers (eg AZARRIUC/AzARN_YFP, AZARC_YFP/
AsaREYFP and A, RNYFP/ALARNYFP) and oligomers (e.g.
AoARRU/A, RNYFP/A L RNYFP o0 AL RRUA REYFP
A>aREYFPY are fluorescent and within the fluorescent ones not
all of them will have the same fluorescence level to engage with
the same efficiency in a BRET process. Finally, the orientation
of the donor (A,AR™") and acceptor (fluorescent receptor spe-
cies) within the oligomer might be crucial as the BRET efficiency
also depends on the orientation angle of these two molecules, like
the position of a radio antenna can influence its reception [19]. All
these considerations add complexity to the system and deserve
some thought. On the other hand, the concentration of acceptor
giving 50% of the maximum energy transfer (BRET5), that some-
how reflects the ability to interact, is lower for the A aRRNC
A aRNYFP/A, ,REYFP oligomer when compared with the
A ARR™_ AL RYFP pair (BRETs, of 1.1 £0.3 vs. 5.2+ 1.2).
Overall, these results might reflect different modes of interaction
within the oligomer, for instance cooperativity phenomena within
the different oligomeric species should be taken into account in fu-
ture studies.

4. Discussion

Several experimental approaches have been used in the study
of the quaternary structure of GPCRs, revealing the existence

of receptor homo- and heteromers [6]. Among these ap-
proaches, fluorescence-based methods, as non-invasive tech-
niques, have played a key role in the characterization of a
large array of protein—protein interactions in general and in
the study of GPCR oligomerization in particular [19]. We
now show that the combined use of the BRET and BiFC tech-
niques allows the detection of GPCRs oligomers composed for
more than two protomers.

The homodimerization of A,sRs has been previously de-
scribed by using biochemical and biophysical approaches [7].
Interestingly, by means of cell surface biotinylation experi-
ments it has been demonstrated that around 90% of the cell
surface A AR species exist as a homodimeric structures, thus
suggesting that A;4R homodimers are the functional form of
the receptor present on the plasma membrane of living cells.
In the present study, we were able to visualize A;4R homodi-
mers by using a new fluorescence approach, the BiFC assay.
This fluorophore-based method, largely used in the field of
plant sciences [20], enables direct visualization of protein inter-
actions in living cells [11] and is likely to develop into a stan-
dard technique for the identification, verification and in
detail characterization of protein—protein interactions. Here,
we implemented the use of this approach to the study of
GPCR oligomerization, a field where it has not been widely
used [21]. Thus, by means of this technique we showed that
the subcellular distribution of the YFP-complemented receptor
was not apparently different from that observed for the C-ter-
minal YFP-labelled A;4R protomers, suggesting either that all
receptor species are homodimeric or that there are no differ-
ences in the subcellular distribution of the diverse receptor spe-
cies (e.g. monomers vs. homodimers).

After a period of initial resistance from the scientific commu-
nity to accept the existence of GPCRs oligomers, this concept is
now changing and expanding classical pharmacodynamic con-
cepts. Thus, GPCRs cannot be considered as single functional
elements only, but should also be seen as forming part of mul-
tiprotein complexes localized at the plasma membrane level.
These receptor multiprotein complexes or “receptorsomes’,
which might contain not only receptor oligomers but also sig-
nalling and scaffolding proteins, are responsible for the molec-
ular and functional integration of receptor signalling. As part
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Fig. 3. Detection of high-order A,oR oligomers by combined BRET/BiFC assays. (A) Schematic representation comparing the classical BRET and
the combined BRET/BIiFC assays. BRET signal is triggered by the oxidation of /-coelenterazine by the Rluc fused to the C-terminal tail of the
A>ARR construct. This enzymatic reaction produces light emission at the indicated wavelength (475 nm), which might excite a proper fluorophore
acceptor found in close proximity. As acceptor we can use YFP-fused to AsaR (A,4RYFF) or even A,4R homodimer-mediated complemented-YFP
(AsARNYFP/A, ,REYFP) that after excitation results in an emission at 527 nm. If the fusion proteins are in close proximity (within 10 nm)
bioluminescent resonance energy transfer (BRET) can occur. (B) Spectral emission profile of A,ARY"" (@) and A R homodimer-mediated
complemented YFP (). (C) Efficiency of the homodimer-mediated YFP complementation. HEK cells were transiently transfected with increasing
amounts of cDNA encoding AsaARYFP (@) or the same total amount of cDNA encoding A, ARNYFP 4 AL ,REYFP (). The fluorescence of each
sample was measured (see Section 2\) and expressed in arbitrary units 1000x (AU(}. (P) BRET saturation curve. BRET was measured in HEK cells
coexpressing A;aR%™ and AsARY'P (A), AsAR®™ and A ARNYFP + AL REYFP (00) or A,uRF™ and GABAR,RY'Y (A) constructs. Co-
transfections were performed with increasing amounts of plasmid DNA for the YFP construct, whereas the DNA for the Rluc construct was
maintained constant. Both fluorescence and luminescence of each sample were measured prior to every experiment to confirm equal expression of
Rluc while monitoring the increase of YFP expression (see Section 2). On the right an example of raw BRET data is shown. The selected points from
the graph on the left (red dotted encircled points) are derived from data generated in the same experiment (see Section 2). The luminescence (Rluc:
475 nm) and fluorescence (YFP: 527 nm) emission signals after /-coelenterazine addition, together with the corresponding BRET ratios, are
provided.

of the receptorsome, receptor oligomers play a key function not
only in signal triggering but also in orchestrating the molecular
events which result in plasticity-associated changes. Oligomer
stoichiometry might therefore be decisive in determining proper
receptor function; thus, knowledge of GPCR oligomer compo-
sition is essential for the study of molecular interventions in dis-
orders where these receptors have been shown to be involved,
and may provide novel therapeutic targets for the treatment
of a number of diseases. Here, by using a new experimental

approach, we determined that A,oR homomers can be formed
by more than two protomers, suggesting that the existence of
higher-order GPCRs oligomers might be a general phenome-
non within this receptor superfamily. Next, it will be necessary
to determine if these putative higher-order GPCR’s are ex-
pressed at the cell surface of living cells, a fact that will be more
relevant from the biological point of view. In our hands, by
using the combined BRET-BiFC technique we were not able
to determine the precise subcellular localization of these high-
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er-order A;AR oligomers, but by doing other BiFC technical
combinations, for instance with FRET approaches it will be
potentially possible to detect the cell surface expression of these
oligomers. Indeed, identification of ternary protein complexes
by using a BiFC-based FRET has been recently described
[22]. Overall, the use of these new experimental approaches will
allow us to better understand how signals within multiprotein
complexes are integrated at the molecular level.

Acknowledgement: This work was supported by Grant SAF2005-00903
to F.C. from Ministerio de Educacion y Ciencia.

References

[1] Dunwiddie, T.V. and Masino, S.A. (2001) The role and regulation
of adenosine in the central nervous system. Annu. Rev. Neurosci.
24, 31-55.

[2] Marala, R.B. and Mustafa, S.J. (1993) Direct evidence for the
coupling of A2-adenosine receptor to stimulatory guanine nucle-
otide-binding-protein in bovine brain striatum. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 266, 294-300.

[3] Seidel, M.G., Klinger, M., Freissmuth, M. and Holler, C. (1999)
Activation of mitogen-activated protein kinase by the A(2A)-
adenosine receptor via a rapl-dependent and via a p2l(ras)-
dependent pathway. J. Biol. Chem. 274, 25833-25841.

[4] Sexl, V., Mancusi, G., Holler, C., Gloria-Maercker, E., Schutz,
W. and Freissmuth, M. (1997) Stimulation of the mitogen-
activated protein kinase via the A2A-adenosine receptor in
primary human endothelial cells. J. Biol. Chem. 272, 5792-5799.

[5] Agnati, L.F., Ferre, S., Lluis, C., Franco, R. and Fuxe, K. (2003)
Molecular mechanisms and therapeutical implications of intra-
membrane receptor/receptor interactions among heptahelical
receptors with examples from the striatopallidal GABA neurons.
Pharmacol. Rev. 55, 509-550.

[6] Milligan, G. and Bouvier, M. (2005) Methods to monitor the
quaternary structure of G protein-coupled receptors. FEBS J.
272, 2914-2925.

[7] Canals, M., Burgueno, J., Marcellino, D., Cabello, N., Canela,

E.I., Mallol, J., Agnati, L., Ferre, S., Bouvier, M., Fuxe, K.,

Ciruela, F., Lluis, C. and Franco, R. (2004) Homodimerization of

adenosine A2A receptors: qualitative and quantitative assessment

by fluorescence and bioluminescence energy transfer. J. Neuro-

chem. 88, 726-734.

Ciruela, F., Casado, V., Rodrigues, R.J., Lujan, R., Burgueno, J.,

Canals, M., Borycz, J., Rebola, N., Goldberg, S.R., Mallol, J.,

Cortes, A., Canela, E.I., Lopez-Gimenez, J.F., Milligan, G., Lluis,

C., Cunha, R.A., Ferre, S. and Franco, R. (2006) Presynaptic

C2

J. Gandia et al. | FEBS Letters 582 (2008) 2979-2984

control of striatal glutamatergic neurotransmission by adenosine
A1-A2A receptor heteromers. J. Neurosci. 26, 2080-2087.

[9] Ferre, S., Agnati, L.F., Ciruela, F., Lluis, C., Woods, A.S., Fuxe,
K. and Franco, R. (2007) Neurotransmitter receptor heteromers
and their integrative role in ‘local modules™ the striatal spine
module. Brain Res. Rev. 55, 55-67.

[10] Ferre, S., Ciruela, F., Woods, A.S., Lluis, C. and Franco, R.
(2007) Functional relevance of neurotransmitter receptor hetero-
mers in the central nervous system. Trends Neurosci. 30, 440-446.

[11] Kerppola, T.K. (2006) Design and implementation of bimolecular
fluorescence complementation (BiFC) assays for the visualization
of protein interactions in living cells. Nat. Protoc. 1, 1278-1286.

[12] Schmidt, U., Richter, K., Berger, A.B. and Lichter, P. (2006) In
vivo BiFC analysis of Y14 and NXF1 mRNA export complexes:
preferential localization within and around SC35 domains. J. Cell
Biol. 172, 373-381.

[13] Jordan, M., Schallhorn, A. and Wurm, F.M. (1996) Transfecting
mammalian cells: optimization of critical parameters affecting
calcium-phosphate precipitate formation. Nucleic Acids Res. 24,
596-601.

[14] Burgueno, J., Enrich, C., Canela, E.I., Mallol, J., Lluis, C.,
Franco, R. and Ciruela, F. (2003) Metabotropic glutamate type
lalpha receptor localizes in low-density caveolin-rich plasma
membrane fractions. J. Neurochem. 86, 785-791.

[15] Ciruela, F. and Mcllhinney, R.A. (1997) Differential internalisa-
tion of mGluR 1 splice variants in response to agonist and phorbol
esters in permanently transfected BHK cells. FEBS Lett. 418, 83—
86.

[16] Ciruela, F., Casado, V., Mallol, J., Canela, E.I., Lluis, C. and
Franco, R. (1995) Immunological identification of Al adenosine
receptors in brain cortex. J. Neurosci. Res. 42, 818-828.

[17] Kerppola, T.K. (2006) Complementary methods for studies of
protein interactions in living cells. Nat. Method 3, 969-971.

[18] Hu, C.D., Grinberg, A.V. and Kerppola, T.K. (2006) Visualiza-
tion of protein interactions in living cells using bimolecular
fluorescence complementation (BiFC) analysis. Curr. Protoc. Cell.
Biol., (Chapter 21, Unit 21.3).

[19] Gandia, J., Lluis, C., Ferre, S., Franco, R. and Ciruela, F. (2008)
Light resonance energy transfer-based methods in the study of G
protein-coupled receptor oligomerization. Bioessays 30, 82-89.

[20] Bhat, R.A., Lahaye, T. and Panstruga, R. (2006) The visible
touch: in planta visualization of protein—protein interactions by
fluorophore-based methods. Plant. Method 2, 12.

[21] Lopez-Gimenez, J.F., Canals, M., Pediani, J.D. and Milligan, G.
(2007) The alphalb-adrenoceptor exists as a higher-order oligo-
mer: effective oligomerization is required for receptor maturation,
surface delivery, and function. Mol. Pharmacol. 71, 1015-1029.

[22] Shyu, Y.J., Suarez, C.D. and Hu, C.D. (2008) Visualization of
AP-1 NF-kappaB ternary complexes in living cells by using a
BiFC-based FRET. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105,
151-156.



ANEXO II






Journal of

;II\I(: /\

doi: 10.1111/j.1471-4159.2009.06078 .x

Neurochemistry

@ JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY

| 2009 | 109 | 1497-1507

Metabotropic glutamate type 5, dopamine D, and adenosine A,,
receptors form higher-order oligomers in living cells

Nuria Cabello,* Jorge Gandia,T Daniela C. G. Bertarelli,* Masahiko Watanabe,{ Carme Lluis,*
Rafael Franco,* Sergi Ferré,§ Rafael Lujan{ and Francisco Ciruelaf

*IDIBAPS, CIBERNED and Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona,
Barcelona, Spain

TUnitat de Farmacologia, Departament Patologia i Terapéutica Experimental, Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona,

L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain

iDepartment of Anatomy, Hokkaido University, School of Medicine, Sapporo, Japan

§Behavioral Neuroscience Branch, National Institute on Drug Abuse, Intramural Research Program, National Institutes of Health,

Department of Health and Human Services, Baltimore, Maryland, USA
Departamento de Ciencias Médicas, Facultad de Medicina-CRIB, Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete, Spain

Abstract

G protein-coupled receptors are known to form homo- and
heteromers at the plasma membrane, but the stoichiometry of
these receptor oligomers are relatively unknown. Here, by
using bimolecular fluorescence complementation, we visual-
ized for the first time the occurrence of heterodimers of me-
tabotropic glutamate mGilus receptors (mGlusR) and
dopamine D5 receptors (D2R) in living cells. Furthermore, the
combination of bimolecular fluorescence complementation
and bioluminescence resonance energy transfer techniques,
as well as the sequential resonance energy transfer technique,
allowed us to detect the occurrence receptor oligomers con-
taining more than two protomers, mGlusR, D2R and adenosine
Aoa receptor (AzaR). Interestingly, by using high-resolution

The striatum receives the densest dopamine innervation and
contains the highest concentration of dopamine receptors in
the brain (Lindvall and Bjorklund 1978; Gerfen 2004). As a
consequence, dopamine plays a key role in motor activity
and goal-directed behaviors and also in the pathophysiology
of diverse disorders, including Parkinson’s disease and drug
addiction (Ferre ef al. 2004). Dopamine acts on G protein-
coupled receptors (GPCRs) that, based on sequence homol-
ogies and pharmacological profiles, have been classified in
D,-like, which include D; and Ds receptors, and D,-like
receptors, which comprise the long and short isoforms of the
D, receptor (termed D,y and D,g, respectively), the D3 and
the D4 receptors (Missale ef al. 1998). The striatum also

© 2009 The Authors

immunoelectron microscopy we could confirm that the three
receptors co-distribute within the extrasynaptic plasma mem-
brane of the same dendritic spines of asymmetrical, putative
glutamatergic, striatal synapses. Also, co-immunoprecipitation
experiments in native tissue demonstrated the existence of an
association of mGlusR, DoR and A,aR in rat striatum homo-
genates. Overall, these results provide new insights into the
molecular composition of G protein-coupled receptor oligo-
mers in general and the mGlusR/DoR/A;aAR oligomer in par-
ticular, a receptor oligomer that might constitute an important
target for the treatment of some neuropsychiatric disorders.
Keywords: adenosine, dopamine, G protein-coupled recep-
tors, glutamate, receptor oligomerization.

J. Neurochem. (2009) 109, 1497—1507.

Received March 4, 2009; revised manuscript received March 17, 2009;
accepted March 24, 2009.

Address correspondence and reprint requests to Francisco Ciruela,
Unitat de Farmacologia, Departamento de Patologia i Terapcutica
Experimental, Facultat de Medicina (Campus de Bellvitge), Pavello de
Govern, Av. Feixa Llarga, s/n 08907 L’Hospitalet del Llobregat,
Barcelona, Spain. E-mail: fciruela@ub.edu

Abbreviations used: AysR, Aya receptor; BiFC, bimolecular fluores-
cence complementation; BRET, bioluminescence energy transfer; D,R,
D, receptors; FRET, fluorescence resonance energy transfer; GPCR, G
protein-coupled receptor; HEK, human embryonic kidney; HRP, horse-
radish-peroxidase; IP, immunoprecipitates; RIPA, ristocetin-induced
platelet agglutination; SDS, sodium dodecyl sulfate; SDS-PAGE, so-
dium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis; SRET,
sequential resonance energy transfer; TBS, Tris-buffered saline; YFP,
yellow fluorescent protein.

Journal Compilation © 2009 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2009) 109, 1497-1507 1497



1498 | N. Cabello et al.

receives a dense glutamatergic innervation from cortical,
thalamic and limbic areas (Gerfen 2004). Several classes of
glutamate receptors, widely distributed in the CNS, have
been characterized: three subtypes of ionotropic glutamate
(iGlu) receptors and a family of GPCRs, called metabotropic
glutamate (mGlu) receptors, which act through different
second messenger pathways. Eight members of the mGlu
receptors family have been identified and categorized into
three subgroups on the basis of their sequence homology,
agonist selectivity and signal transduction pathway. Group I
contains mGlu; and mGlus receptor subtypes, which are
coupled to phospholipase C in transfected cells and have
quisqualic acid (Quis) as the most potent agonist.

In addition to dopamine and glutamate, adenosine plays a
key role in basal ganglia function (Ferre et al. 1997).
Adenosine seems to be mainly produced by metabolism of
ATP co-released with glutamate from nerve terminals and
astrocytes (Ferre et al. 2007a) and mediates its actions by
specific GPCRs, which are currently classified in A;, Aja,
Asg, and Ajz subtypes (Fredholm ez al. 2001). Compared to
the other adenosine receptor subtypes, A, receptors
(AsaRs) are particularly concentrated in the striatum (Ferre
et al. 1997; Rosin et al. 1998), where they are mostly
expressed by GABAergic striatopallidal neurons (Schiffmann
et al. 1991, 2007). Interestingly, ultrastructural analysis has
demonstrated that A,,Rs are localized mostly post-synap-
tically in the dendrites and dendritic spines of striatal
GABAergic neurons (Hettinger et al. 2001). A;AR immuno-
reactivity was observed primarily at glutamatergic (asym-
metric) synapses, predominantly at the post-synaptic but also
at the pre-synaptic site (Hettinger et al. 2001; Ciruela et al.
2006a). Therefore, it has been suggested that A,4R plays a
key role in the fine-tuning modulation of glutamatergic
neurotransmission in striatal GABAergic neurons both at the
post-synaptic and pre-synaptic level (Hettinger et al. 2001;
Ciruela et al. 2006a,b; Ferre et al. 2007a,b).

In the GABAergic striatopallidal neurons A;5R are co-
localized with D, receptors (D,R), and establish functional
AsAR-D,R heteromers (Ferre ef al. 2007a,b) and, in the
striatopallidal complex in primates, mGlus receptor
(mGlusR) showed a very similar localization to that
described for A,,R and D,R in rats (Paquet and Smith
2003). Furthermore, evidence has been provided for the
existence of A,saR-mGlusR heteromerization in transfected
cells and in rat striatum (Ferre ef al. 2002). Significantly,
multiple interactions between striatal A,,R, D,R and
mGlusR were described at the biochemical and behavioral
level (Popoli et al. 2001; Fuxe et al. 2003; Ferre et al.
2007a,b, 2008), suggesting the possible existence of higher-
order mGlusR-D,R-A; 4R oligomers. In the present study, for
the first time, we provide evidence for the existence of
mGlusR/D,R/A;4R oligomers in human embryonic kidney
(HEK) 293 cells by two different experimental approaches,
namely the combined use of bimolecular fluorescence
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complementation (BiFC) and bioluminescence energy trans-
fer (BRET) (Gandia efal. 2008a) and by sequential
resonance energy transfer (SRET) (Carriba ef al. 2008).
The existence of these higher-order receptor oligomeric
complexes might be relevant to striatal function both in
normal and pathological conditions (Ferré et al. 2003).

Materials and methods

Plasmid constructs

The cDNA encoding the mGlus;, receptor was subcloned into the
EcoRI/BamHI sites of pGFPz-N3 (Perkin-Elmer, Waltham, MA,
USA) and pEYFP-N1 (Clontech, Mountain View, CA, USA) vector
as previously described (Cabello e al. 2007). Also, the cDNA
encoding dopamine D, receptor was amplified by PCR using the
following primers: FD2Nhe (5'-CCGCGCTAGCATGGATCCACT-
GAATCTGTCC-3") and RD2Xho (5'-CCGCTCGAGCCGCAGTG-
GAGGATCTTCAGG -3’) and cloned into the Nhel/Xhol sites of
pRIuc-N1 vector (Perkin-Elmer). The other constructs used were
previously described (Canals ef al. 2003). For the bimolecular
complementation experiments a C-terminal truncated version of
yellow fluorescent protein (YFP), named N-YFP (amino acids 1-
155), was made by PCR amplification and cloning into the X#ol site
of pcDNA3.1 using the following primers: FnYFP (5-CCGC-
TCGAGACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3’) and RnYFP
(5"-CCGTCTAGATCAGGCCATGATATAGACGTTG-3"). Also, an
N-terminal truncated version of YFP, named C-YFP (amino acids
155-231), was made using the same strategy and using the following
primers: FcYFP (5'-CCGCTCGAGACCATGGACAAGCAGAAG-
AACGGC-3") and RcYFP (5-CCGTCTAGATTACTTGTACAG-
CTCGTCCAT-3"). The cDNAs encoding the D,R, mGlus,R,
GABAg,R and GABAR,R without their stop codon were subcloned
into the Nhel/EcoRl or Kpnl/EcoRI sites of pcDNA3.1 vector
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), thus containing in frame the
sequences for N-YFP or C-YFP. Finally, the cDNA encoding A;4R
and GABAR,R without their stop codon were amplified using sense
and anti-sense primers harboring unique restriction enzyme sites and
subcloned to be in-frame with Rluc in the pRluc-N1 vector or with
EYFP in the pEYFP-N1 vector. Finally, besides the YFP constructs
contained the start codon when these were compared to the same
constructs lacking the initiation codon neither apparent difference in
molecular size nor in the subcellular distribution was observed, thus
suggesting that no apparent translation took place from this second
initiation codon (data not shown).

Antibodies

The primary antibodies used were: rabbit anti-A,4R whole serum
(Ciruela et al. 2004), rabbit anti-A,oR polyclonal antibody
(Alomone Labs, Jerusalem, Israel), mouse anti-A;4R monoclonal
antibody (clone 7F6-G5-A2; Millipore, Billerica, MA, USA), rabbit
anti-D,R whole serum (Levey ef al. 1993; Bjelke et al. 1996;
Jansson et al. 1999; Canals et al. 2003), rabbit anti-D,R polyclonal
antibody (Millipore), goat anti-D,R polyclonal antibody (Santa
Cruz, CA, USA), rabbit anti-D,R polyclonal antibody (Narushima
et al. 2006), rabbit anti-mGlusR polyclonal antibody (Millipore),
guinea pig anti-mGlusR polyclonal antibody (Uchigashima et al.
2007), mouse anti-GFP monoclonal antibody (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, USA). The secondary antibodies were: horseradish-
peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG (Pierce,
Rockford, IL, USA), HRP-conjugated rabbit anti-mouse IgG (Dako,
Glostrup, Denmark), HRP-conjugated anti-rabbit IgG TrueBlot™
(eBioscience, San Diego, CA, USA), donkey anti-rabbit-CySTM
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA,
USA), donkey anti-mouse-Cy3™ (Jackson ImmunoResearch Lab-
oratories, Inc.), donkey anti-goat-Cy2™ (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.), goat anti-mouse IgG conjugated to 10 nm
colloidal gold (1/100; Aurion, Wageningen, The Netherlands), goat
anti-rabbit IgG conjugated to 15 nm colloidal gold (1/100; Aurion)
and goat anti-guinea pig IgG conjugated to 20 nm colloidal gold
(1/100; Aurion).

Cell culture, transfection and membrane preparation

Human embryonic kidney cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 1 mM sodium
pyruvate, 2 mM r-glutamine, 100 U/mL streptomycin, 100 pg/mL
penicillin and 10% (v/v) fetal bovine serum at 37°C and in an
atmosphere of 5% CO,. HEK293 cells growing in 25 cm? flasks or
in 6-well plates, containing 20 mm coverslips when used for
confocal microscopy, were transiently transfected with the DNA
encoding the specified proteins by the calcium phosphate precip-
itation technique (Jordan ef al. 1996). The cells were harvested at
either 24 or 48 h after transfection. Membrane suspensions from
transfected HEK293 cells or from rat striatum were obtained as
described previously (Burgueno et al. 2003).

Immunoprecipitation and immunostaining

For immunoprecipitation membranes from transiently transfected
HEK cells or from rat striatum were solubilized in ice-cold radio
immuno precipitation assay (RIPA) buffer [S0 mM Tris HC1 pH 7.4,
100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.2%
sodium dodecyl sulfate (SDS) and 1 mM EDTA] for 30 min on ice.
The solubilized preparation was then centrifuged at 13 000 g for
30 min. The supernatant (1 mg/mL) was processed for immunopre-
cipitation, each step of which was conducted with constant rotation
at 0—4°C. The supernatant was incubated overnight with the
indicated antibody. Then 40 pL of either a suspension of protein
G cross linked to agarose beads or TrueBlot™ anti-Rabbit Ig
immunoprecipitates (IP) Beads (eBioscience) were added and the
mixture was incubated overnight. Subsequently, the beads were
washed twice with ice-cold RIPA buffer, twice with ice cold RIPA
buffer diluted 1 : 10 in Tris-buffered saline (TBS; 50 mM Tris HCI
pH 7.4, 100 mM NacCl) and once with TBS and aspirated to dryness
with a 28-gauge needle. Subsequently, 30 uL of SDS—polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE) sample buffer (8§ M Urea, 2%
SDS, 100 mM dithiothreitol, 375 mM Tris, pH 6.8) was added to
each sample. Immune complexes were dissociated by heating to
37°C for 2 h and resolved by SDS-PAGE in 6.5% or 10% gels and
immunoblotted as described above.

For immunocytochemistry transiently transfected HEK293 cells
were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min, and washed with
phosphate buffered saline containing 20 mM glycine (buffer A) to
quench the remaining free aldehyde groups. Cells were permeabi-
lized with buffer A containing 0.2% Triton X-100 for 5 min.
Blocking was done using buffer A containing 1% bovine serum
albumin (buffer B). Cells were labeled for 1 h at 20°C with the
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indicated primary antibody, washed for 30 min in buffer B and
stained with the corresponding secondary antibodies for another
hour. Samples were rinsed and observed in a confocal microscope
(Sarrio et al. 2000; Lujan and Ciruela 2001).

For electron microscopy, ultrathin sections (70-90 nm) from
three Lowicryl-embedded blocks were incubated for 45 min on
pioloform-coated nickel grids with drops of blocking solution
consisting of 2% albumin in 0.05 M TBS, 0.9% NaCl and 0.03%
Triton X-100. The grids were transferred to a mixture solution
A2AR, D2R and mgluR5 antibodies at a final protein concentration
of 10 pg/mL diluted in blocking solution overnight at 20°C. After
several washes in TBS, grids were incubated for 2 h in drops of a
mixture of goat anti-mouse IgG conjugated to 10 nm-colloidal gold
particles, goat anti-rabbit IgG conjugated to 15 nm-colloidal gold
particles and goat anti-guinea pig IgG conjugated to 20 nm-colloidal
gold particles (Aurion), each diluted 1 : 100 in a 0.05 M TBS
solution containing 2% normal human serum and 0.5% polyethylene
glycol. Grids were then washed in TBS for 30 min and counter-
stained for electron microscopy with saturated aqueous uranyl
acetate and lead citrate. Ultrastructural analyses were performed in a
Jeol-1010 electron microscope. Electron photomicrographs were
captured with CCD camera (Mega View IlI; Soft Imaging System,
Miinster, Germany). Digitized electron images were then modified
for brightness and contrast by using Adobe PhotoShop CS1 (Adobe
Systems Inc., San Jose, CA, USA) to optimize them for printing.

Gel electrophoresis and immunoblotting

Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis was
performed using 7.5 or 10% polyacrylamide gels. Proteins were
transferred to polyvinylidene difluoride membranes using a semi-dry
transfer system and immunoblotted with the indicated antibody and
then HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (1/30 000), HRP-conju-
gated rabbit anti-mouse IgG (1/5000) or HRP-conjugated anti-rabbit
IgG TrueBlot™ (1/1000). The immunoreactive bands were devel-
oped using a chemiluminescent detection kit (Pierce) (Ciruela and
Mcllhinney 1997).

Resonance energy transfer-based methods

For BRET experiments HEK cells transiently transfected with a
constant amount of cDNA encoding the D,R®™ and increasing
amounts of A,ARY™ or CD,RY™ were detached, washed and
resuspended in Hank’s balanced salt solution (HBSS) buffer
containing 10 mM glucose. To maintain the same ratio of DNA in
co-transfections, we used empty vector, pcDNA3.1, to equilibrate
the amount of total DNA transfected. To control for cell number,
protein concentration in the samples was determined using a
Bradford assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using bovine
serum albumin dilutions as standards. Cell suspension (20 pg
protein) was distributed in duplicate into 96-well microplates (black
plates with a transparent bottom for fluorescence measurement or
white plates with white bottom for BRET determination). Fluores-
cence and bioluminescence readings were collected using a Mithras
LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) that
allows the integration of the signals detected in the filter at 485 nm
(440-500 nm, maximum in bioluminescence emission) and 530 nm
(510-590 nm, maximum in YFP emission). YFP fluorescence was
defined as the fluorescence of the sample minus the fluorescence of
cells expressing only Rluc-tagged receptor. For BRET measurement,
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5 uM h-coelenterazine (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) was
added to the samples and readings were performed after 1 min (net
BRET determination) and 10 min (Rluc luminiscence quantifica-
tion). BRET signal was determined by calculating the ratio of the
light emitted by YFP (5§10-590 nm) over the light emitted by the
Rluc (440-500 nm). The net BRET values were obtained by
subtracting the BRET background signal detected when Rluc-tagged
construct was expressed alone. Curves were fitted using nonlinear
regression and one-phase exponential association fit equation
(GraphPad Prism, San Diego, CA, USA).

Displacement studies were performed at a constant BRET ratio,
around the BRETs, of the A, RFM/D,RYFP pair, and increasing
amounts of mGlusR or CD4R constructs. The BRET values were
expressed as a percentage of the BRETs, of the mGlusR non-
transfected cells and better fitted to a two site competition curve
using nonlinear regression (GraphPad Prism).

The combined BRET-bimolecular fluorescence complementation
(BiFC) assay was performed as described recently (Gandia et al.
2008a). Briefly, cells transfected with indicated plasmids were
placed in Dulbecco’s modified Eagle’s medium for 24 h at 37°C,
followed by another 24 h at 30°C in order to allow proper the
maturation of complemented fluorophore (Schmidt et al. 2006).
After transfection cells were processed for BRET measurements as
described above.

For SRET experiments HEK293 cells were transiently co-
transfected with plasmid encoding DZLRR]“C (2 pg), mGlu5RGFP2
(4 pg) and A,ARY'™® (6 pg for a single SRET experiment or
increasing amounts for SRET curves), as described previously
(Carriba et al. 2008). Fluorescence and luminescence were deter-
mined as described above. For SRET measurements cells were
distributed in 96-white well microplates and 5 uM DeepBlueC
(Molecular Probes) was added. SRET signal was collected in a
Mithras LB 940 using the detected filters at short-wavelength at
485 nm (440-500 nm) and at long-wavelength at 530 nm
(510-590 nm). Here, we express net SRET as [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)]-Cf where Cf corresponds to
[(long-wavelength emission)/(short-wavelength emission)] for cells
expressing Doy RF™, mGlusRE™™? (Carriba er al. 2008). Curves
were fitted as described above.

Results

Investigation of mGlusR, A,AR ad D,R oligomerization by
classical biochemical approaches

The association of the D,R with mGlusR and A, 4R was first
studied by classical biochemical approaches, namely immu-
nolabeling experiments and co-immunoprecipitation assays.
Thus, by means of confocal microscopy analysis of HEK293
cells transiently transfected with the cDNAs encoding for the
DR, A;AR and mGlusR some overlapping in the distribution
of the three receptors was found (Fig. 1a). Interestingly, it is
important to mention here that around 70% of the cells were
simultaneously expressing all three receptors. Next, the
existence of mGlusR/A;,R/D,R oligomers was subsequently
assayed by co-immunoprecipitation experiments. From
extracts of HEK293 cells transfected with mGlusRE™?
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Fig. 1 Heteromerization in HEK cells. Immunofluorescence localiza-
tion of mGlusR, Az2aR and D2R in transiently transfected HEK293 cells
(panel a). Cells were transiently co-transfected with the cDNA’s
encoding mGlusR, A2aR and D2R and processed for immunostaining
(see Materials and methods) using a rabbit anti-mGlusR, a mouse anti-
AxaR and a goat anti-D,R. The bound primary antibody was detected
using donkey-anti-rabbit-Cy5 (1/500), donkey-anti-mouse-Cy3 (1/500)
and donkey-anti-goat-Cy2 (1/500). Superimposition of images reveals
a high receptor co-distribution in white (merge). Scale bar: 10 pm. Co-
immunoprecipitation assays in HEK293 cells (panels b, ¢ and d).
(b) Cells were transiently transfected with mGlusR® "2 (lane 1), DoR
(lane 2), AxaR (lane 3) or with all three receptors simultaneously (lane
4). (c) Cells were transiently transfected with mGlusR (lane 1),
D,R® P2 (lane 2), A;aR (lane 3) or with all three receptors simulta-
neously (lane 4). (d) Cells were transiently transfected with mGlusR
(lane 1), DR (lane 2), A;aR®T72 (lane 3) or with all three receptors
simultaneously (lane 4). Cells were washed, solubilized and pro-
cessed for immunoprecipitation using anti-GFP monoclonal antibody
(2 pg/ml; IP: GFP). Solubilized membranes (Crude; 20 pg) and
immunoprecipitates (IP) were analyzed by SDS-PAGE and immuno-
blotted using rabbit anti-A,aR whole serum (1/2000), rabbit anti-DoR
whole serum (1/2000) or rabbit anti-mGlusR polyclonal antibody
(1 pg/mL) and horseradish-peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-
rabbit IgG as a secondary antibody. These blots are representative of
four different experiments with similar qualitative results.
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(Fig. 1b, lane 1), DR (Fig. 1b, lane 2), A;4R (Fig. 1b, lane
3) or with A, AR plus D,R plus mGlusRE? (Fig. 1b, lane 4)
the mouse monoclonal antibody against GFP, which recog-
nizes all GFP wvariants, immunoprecipitated a band of
~160 kDa, which corresponds to the mGlusR“**? (Fig. 1b,
IP: GFP, lanes 1 and 4, lower panel). This band did not
appear in immunoprecipitates from cells transfected only
with the cDNA encoding for D,R (Fig. 1b, lane 2, lower
panel) or A, R (Fig. 1b, lane 3, lower panel) or when an
irrelevant antibody was used (data not shown). Interestingly,
when immunoprecipitates from the triple-transfected cells
were analyzed by immunoblot using an antibody against the
A, AR, a band of ~42 kDa, which corresponds to the AR,
was observed (Fig. 1b, IP: GFP, lane 4, upper panel), and
similarly, when these immunoprecipitates were analyze by
western blot using an antibody against the D,R, a band of
~90 kDa, which corresponds to the D,R, was observed
(Fig. 1b, IP: GFP, lane 4, middle panel). Importantly, similar
results were obtained when AR and D,R were tagged with
GFP? and analogous co-immunoprecipitation experiments
were performed (Fig. Ic and d). Overall, these results
suggest that mGlusR, A;AR and D,R are expressed in the
same membrane domain and might form receptor hetero-
mers.

Study of A,AR/D,R, mGlusR/A,4R and mGlusR/D,R
oligomers by BRET assays

Although the use of biochemical approaches to demonstrate
receptor oligomerization has been widely used, it might have
some disadvantages as the cellular structure is destroyed by
detergent treatment. Thus, in order to assess if mGlusR,
AR and D,R form oligomers in living cells, biophysical
approaches were performed in cells transiently transfected
with receptor constructs that carry appropriate fluorophore
pairs in their C-terminus. Initially, by using a BRET
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Fig. 2 BRET-based study of receptor heteromerization in HEK293
cells. BRET saturation experiments between D,R™° and A,xR"™ (@)
or D,R™° and CD4R"™ (A) (panel a). Both fluorescence and lumi-
nescence of each sample were measured prior to every experiment to
confirm equal expression of Rluc construct while monitoring the in-
crease of YFP expression. mBU is the BRET ratio x 1000 (see
Materials and methods). Error bars indicate SD of mean specific BRET
ratio (mBU) values of five individual experiments grouped as a function
of the amount of fluorescence of the acceptor. (b) Comparison of the
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approach, a positive and saturable BRET signal for the
transfer of energy between DR and A;ARY™" in cells co-
transfected with a constant concentration of the DZLRR1“° and
increasing concentrations of A ARYFP was  observed
(Fig. 2a). As the control pair D,y R®™ and CD,RY"® led to
a quasi-linear curve, the specificity of the saturation (hyper-
bolic) assay for the D RF™ and A,,RY'" pair could be
established (Fig. 2a). Similarly, BRET? studies between
A aRR™ and mGlusRE™ and between Dy R and
mGlusR"? were performed and similar results obtained
(data not shown). These results clearly corroborate previous
studies about heterodimerization of A, R with D,R and
A AR with DR (Ferre ef al. 2002; Canals ef al. 2003;
Ciruela et al. 2004), and demonstrate the ability of D,R to
heteromerize with mGlusR. Interestingly, when the adeno-
sine A; receptor (A;R) and the GABAp, receptor
(GABARg,R) were used as acceptors molecules (e.g. A \RYPP
and GABAR,RY?) in a BRET process with the Dy RX" a
considerable lower BRET efficiency was observed (Fig. 2b).
These results suggest that receptors with none predicted
physiological heteromer complex formation with D,; R (e.g.
AR and GABAR;R) might indeed be used as negative
controls in BRET experiments.

To initially test the ability of these receptors to form
heterotrimers, we performed a set of BRET competition
experiments. Thus, HEK293 were transiently transfected
with a constant ratio of A,,R®™ and D,R¥*® (2 pg and
1 pg, respectively), that was around the BRETs, of this
BRET pair, and increasing amounts of mGlusR or CD4R
(Fig. 2¢). As shown in Fig. 2(b), under these conditions
mGlusR was able to reduce the BRETs, efficiency of the
AsAR®U/D,RY'P.BRET pair in a biphasic mode. Con-
versely, increasing amounts of A,5R were able to reduce
BRETs, efficiency of the D,RX"/mGlusRY*"-BRET pair in
a biphasic fashion (Fig. 2c). It is important to mention
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BRETmax Obtained for D,R™/A,,R"™ (solid bar), D,R™%/A,RYFP
(white bar) and D,R™*/GABAg,RY " (gray bar) under similar experi-
mental conditions. Results are expressed as a percentage of the
BRETax Obtained for the D,R™U“/A,,RY pair. (c) Displacement
study of a constant BRET ratio (~BRETso) of AsaR™/D,RY™ pair by
increasing amounts of mGlusR (®) or CD4R (A) constructs. Also, a
constant BRET ratio (~BRETs,) of D.R™/mGlusR""™ pair was dis-
placed by increasing amounts of AoaR ().

Journal Compilation © 2009 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2009) 109, 1497-1507



1502 | N. Cabello et al.

here that co-transfection of a fixed amount of the A, R/
mGlusR¥*"-BRET pair with increasing amounts of D,R
produced a markedly alteration of the donor/acceptor (e.g.
Ao AR /mGlusRY"P) ratio, thus precluding BRET efficien-
cies comparison (data not shown). Finally, no competition of
CD,4R with the AyxR®/D,RYFP-BRET pair was observed
(Fig. 2¢). Overall, these results suggest that both mGlusR
and A, AR can either compete for the same D,R binding site
with two different affinities or two different binding sites
with different affinities exists within the D,R structure.

A combined BRET/BIFC assay to determine the existence of
higher-order mGlusR/A,AR/D,R oligomers
As shown above, the existence of mGlusR/A,AR/D,R
oligomers can be indirectly shown by using a combination
of biochemical and biophysical techniques, but these
approaches do not directly prove the existence of receptor
complexes containing more than two protomers. For that
purpose, we used a new experimental approach recently
described (Gandia ef al. 2008a) which consists in the
combination of BRET and BiFC techniques (Fig. 3a). The
BiFC assay, a protein fragment complementation method
(Kerppola 2006a), is based on the ability to produce a
fluorescent complex from non-fluorescent constituents if a
protein-protein interaction occurs (Kerppola 2006b). To this
end, mGlusR and D,R fused at the C terminal with N-YFP
and C-YFP fragments were generated and transfected into
HEK cells. Cells single transfected with receptors containing
either the C-YFP or N-YFP fragments in their C-terminal tail
did not provide a positive fluorescent signal, (data not
shown). As receptor heterodimerization caused YFP recon-
stitution, thus allowing fluorescence detection, we were able
to visualize mGlusR/D,R heterodimers in living cells
(Fig. 3b). On the other hand, it has been previously shown
that fluorescent protein fragments are able to complement
with low efficiency, thus forming fluorescent complexes,
even in the absence of a specific interaction (Kerppola
2006b). Therefore, some control experiments were designed
to ensure that receptor heterodimerization was not driven by
spontaneous YFP complementation. The most appropriate
negative controls for this technique are fusion proteins that
are expressed in the same subcellular compartment than the
proteins under study but that are not able to interact. In this
study we have used other unrelated GPCRs as negative
controls, namely the GABAg;,R and GABAR,R. Under the
same experimental conditions, we were not able to detect
fluorescence complementation between the mGlusR or D,R
and either the GABAR;,R or GABAR,R (data not shown).
Overall, these results convincingly show for the first time that
mGlusR and D,R do heterodimerize and that the mGlusR/
D,R heterodimers are located at the plasma membrane level
of living cells (Fig. 3b, right panel).

Under the same experimental conditions, we performed a
BRET saturation curve in cells co-transfected with a constant
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Fig. 3 Detection of mGlusR/A2aR/D2R heteromeric complexes by
combined BRET/BIFC assays. (a) Schematic representation of the
combined BRET/BIFC assay. BRET signal is triggered by the oxida-
tion of h-coelenterazine by the Rluc fused to the C-terminal tail of the
AsaR™° construct. This enzymatic reaction produces light emission at
475 nm, which might excite a proper fluorophore acceptor found in
close proximity (within 10 nm). As acceptor we use the mGlusR/D2R
heterodimer-mediated complemented-YFP (mGlusRN"YFP/D,RCYFF)
that after excitation it emits at 527 nm. (b) Visualization of mGlusR/
D2R heterodimer by BiFC assays. HEK cells were transiently trans-
fected with 5 pg of the ¢cDNA encoding mGlusRY™", D,R"F" or
mGlusRN"YFP (5 ug) plus DR (5 pg) and processed for confocal
microscopy imaging. Microscope observations were made with
Olympus Fluoview 500 confocal scanning laser adapted to an inverted
Olympus IX-70 microscope (Olympus America Inc., Melville, NY,
USA). Scale bar: 10 um. (c) BRET saturation curve. BRET was
measured in HEK cells co-expressing A,aR™° and mGlusR™N " +
D,RCYFP (@) or A;AR™° and GABAgR'™ (A) constructs.
Co-transfections were performed with increasing amounts of plasmid
DNA for the YFP construct whereas the DNA for the Rluc construct
was maintained constant. Both fluorescence and luminescence of
each sample were measured prior to every experiment to confirm
equal expression of Rluc while monitoring the increase of YFP
expression (see Materials and methods).

amount of the AyAR®™ construct and increasing concentra-
tions of the mGlusRN"Y'* + D,REYFP plasmids or GABAR,.
RY*P A positive BRET signal for the transfer of energy
between A, R¥™ and mGlusRNY™ + D,REYFP was ob-
tained (Fig. 3¢). The BRET signal increased as a hyperbolic
function of the heterodimer-mediated complemented YFP
(assessed by the fluorescence emitted upon direct excitation
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at 480 nm), thus strongly suggesting the formation of
receptor oligomers containing more than two protomers,
i.e. mGlusR/D,R/A4R oligomers (Fig. 3c).

SRET in the study of higher-order mGlusR/A,AR/D,R
oligomers

To pursue the direct detection of mGlusR/D,R/A4R oligo-
mer formation, we implemented a new experimental
approach developed by our research group (Carriba et al.
2008). This technique, named SRET, engage a BRET?
method with a fluorescence resonance energy transfer
(FRET) process (Carriba et al. 2008) (Fig. 4a). SRET is
based on an adequate combination of donors and acceptors
for BRET and for FRET and on the fact that different
emission profiles result from the use of different Rluc
substrates. Thus, DeepBlueC is used as a trigger agent for
SRET instead of coelenterazine H. By the action of Rluc,
oxidation of DeepBlueC is able to excite GFP?, which is a so
called BRET” signal. While returning to the ground state,
excited GFP? emits energy that excites YFP, providing a
FRET signal. For a specified level of expression of the
receptor coupled to the luciferase (Rluc), the highest SRET
efficiency is observed when the FRET donor is relatively low
whereas the expression of the FRET acceptor is relatively
high. Therefore, we performed a set of preliminary exper-
iments to establish the optimal concentrations of receptor
constructs that need to be transfected to provide a maximum
BRET? and FRET efficiency with the minimum photophysic
cross-talks (Fig. S1) (Carriba ef al. 2008; Ciruela 2008).
Once the optimal conditions were found, we performed a
single SRET measurement to characterize the mGlusR/D,R/
AsAR oligomer. Thus, by using the following fusion protein
ratio: Do RF™ (2 pg), mGlusR™? (4 pug) and A,,RY™P
(8 ng), we obtained a positive and specific SRET signal
(Fig. 4b). Next, we performed a SRET saturation curve.
Thus, HEK293 cells co-expressing a constant ratio of
D> R (2 png) plus mGlusRS*™™* (4 pg) and increasing
amounts of A,,RY!T or CD,RYFP (Fig. 4c). Again, we could
establish the specificity of the mGlusR/D,R/A;AR oligomer
formation, as we obtained a saturable (hyperbolic) curve
when compared to the negative control (Fig. 4c).

mGlugR/D,R/A,4R interactions in rat striatum

The demonstration of mGlusR/D,R/A;AR oligomers in
living cells provides for a morphological framework for the
already known multiple functional interactions between these
receptors in the brain (see introduction). To asses the
physiological significance of the mGlusR/D,R/A,sR inter-
action co-immunoprecipitation experiments were performed
using rat striatum homogenates. Using soluble extracts from
rat striatum the anti-A;,R antibody was able to immuno-
precipitate a band around 45 kDa which corresponds to the
striatal A,AR, as expected (Fig. 5a). Interestingly, this
antibody was able to immunoprecipitate the D,R
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Fig. 4 Detection of mGlusR/A2aR/D2R heteromeric complexes by
SRET assays. Schematic representation of the SRET assay (panel a).
The initial BRET signal is triggered by the oxidation of DeepBlueC by
the Rluc fused to the C-terminal tail of the Do,R™° construct. This
enzymatic reaction produces light emission at 400 nm, which might
excite a proper fluorophore acceptor, for instance mGlusR® 2, if
found in close proximity (within 10 nm). This fluorophore acceptor
(mGIlusR®FP2) can engage now in a FRET process acting as a donor
whose emission light at 510 nm can excite a suitable acceptor
(A2aR™P), thus ending in a net 530 nm fluorescence emission. (b)
NetSRET was measured in HEK293 cells co-expressing D,R7°,
mGlusR®F72 and A,aR""". Fluorescence and luminescence of each
sample were measured prior to every experiment to confirm similar
expression levels. Data, expressed as net SRET are means + SEM of
three independent experiments performed in triplicate. One-way anovA
followed by Newman—Keuls test showed significant differences re-
spect to both negative controls. ***p < 0.001. (c) SRET saturation was
measured in HEK293 cells co-expressing D,R™°, mGlusR®™2 (in a
constant ratio 2 pug and 4 pg, respectively) with increasing amounts of
the A,aR"™" (@) or CD,RY™ (A). Net SRET was detected for
Do R/mGlusREFP2/A,,RYFF compared with net SRET detected with
cells expressing only Dy R plus mGlusRS P2,

(~90 kDa) and mGlusR (~130 kDa) from the same extracts
(Fig. 5a, lane 2). These bands did not appear when an
irrelevant rabbit IgG was used for immunoprecipitation
(Fig. 5a, lane 1), showing that the reaction was specific.
Conversely, the anti-D,R antibody was able to
immunoprecipitate the A;4R and mGlusR and the anti-
mGlusR antibody the AR and D,R, respectively (Fig. 5a).
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Fig. 5 Interaction of A>aR, DoR and mGlusR in rat striatum. (a) Co-
immunoprecipitation of A;aR, D2R and mGlusR from rat striatum. Rat
striatal membranes were solubilized and processed for immunopre-
cipitation using control rabbit IgG (5 pg/mL; lane 1), rabbit anti-AoaR
polyclonal antibody (5 pg/mL; lane 2), rabbit anti-DoR polyclonal
antibody (5 pg/mL; lane 3) and rabbit anti-mGilusR polyclonal antibody
(5 pg/mL; lane 4). Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE
and immunoblotted using rabbit anti-ApaR whole serum (1/2000),
rabbit anti-D,R whole serum (1/2000) or rabbit anti-mGlusR polyclonal
antibody (1 pg/mL) and HRP-conjugated anti-rabbit IgG TrueBlot™
(1/1000) as a secondary antibody. These blots are representative of
three different experiments with similar qualitative results. (b) Sub-
cellular distribution of A;4R, D2R and mGlusR in rat striatum. Electron
micrographs showing immunoreactivity for A;aR, DR and mGlusR in
rat striatum as revealed using a triple-labeling post-embedding
immunogold technique. Immunoparticles for A,aR (10 nm  size,
arrows), D2R (15 nm size, crossed arrows) and mGlusR (20 nm size,
arrowheads) were detected along the extrasynaptic and perisynaptic
plasma membrane of the same dendritic spine (s) establishing excit-
atory synaptic contact with axon terminals (b). Scale bar: 0.2 pm.

Overall, these results suggest that mGlusR, D,R and A,5R
do oligomerize in native tissue, namely striatum, and that this
oligomerization might be physiologically relevant.

To provide the precise morphological evidence and to
elucidate the subcellular localization of the mGlusR/D,R/
A, AR oligomer in neurons of the rat striatum, we performed
triple-labeling post-embedding immunogold techniques at
electron microscopic level. Thus, we have showed here that
mGlusR, D,R and AR co-distributed in post-synaptic
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structures along the extra-synaptic and peri-synaptic plasma
membrane of spines, establishing asymmetrical, putative
glutamatergic, synapses with axon terminals (Fig. 5b). This
precise distribution of mGlusR, D,R and AR in striatal
neurons resembles that previously described for these
receptors (Uchigashima et al. 2007; Ciruela et al. 2006a).
Overall, this is the first direct anatomic evidence for mGlusR,
D,R and A;sR co-distribution in the same neuronal
compartment and support the idea that the mGlusR/D,R/
A, AR oligomer localized in the GABAergic striatopallidal
neurons might play a key role in striatal function both in
normal and pathological conditions.

Discussion

A key aim of post-genomic biomedical research is to
systematically catalog all molecules and their interactions
in a living cell. Many fundamental cellular processes involve
multiple interactions among proteins and other biomolecules,
i.e. biomolecular interaction networks (Xia ef al. 2004).
Protein-protein physical interactions constitute an important
group of biomolecular interaction networks (Xia et al. 2004),
such as the neuronal horizontal molecular networks (Agnati
et al. 2003; Bockaert et al. 2003; Franco et al. 2003).
Horizontal molecular networks take place at the neuronal
plasma membrane level, where specific GPCR interact and
integrate the messages provided by a variety of neurotrans-
mitters.

Immunodetection and co-immunoprecipitation assays are
being used successfully to draw a map of molecular networks
involving protein-protein interactions of cytosolic proteins. In
contrast, these techniques have limitations when analyzing
heptaspanning membrane receptors. In the early eighties, and
based on indirect functional evidences, it was proposed that
GPCR receptors could interact at the level of the neuronal
plasma membrane. In the early nineties, electrophoretic
mobility and co-immunoprecipitation assays gave the first
indication of GPCR homomerization. More recently, several
experimental approaches have been used in the study of the
quaternary structure of GPCRs, revealing the existence of
receptor homo- and heteromers (Milligan and Bouvier 2005).
Among these approaches, fluorescence-based methods, as
non-invasive techniques, have played a key role in the
characterization of a large array of protein-protein interactions
in general and in the study of GPCR oligomerization in
particular (Gandia et al. 2008b). The use of the biophysical
techniques BRET and FRET, allowed the demonstration of
GPCR homodimerization and heterodimerization GPCRs in
living cells (Bouvier 2001; Agnati et al. 2003; Franco ef al.
2003). We and others have recently introduced a set of new
techniques based on the combination of resonance energy
transfer (RET)-based methods together with Bimolecular
Fuorescence/Luminescence Complementation techniques
(BiFC and BiLC, respectively) that has made possible to
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detect GPCR heteromers constituted by more than two
receptors (Dupre et al. 2006; Lopez-Gimenez et al. 2007;
Carriba et al. 2008; Gandia et al. 2008a; Guo et al. 2008;
Navarro et al. 2008; Vidi et al. 2008).

The existence of functional mGlusR/D,R/A,AR oligomers
in the GABAergic striatopallidal neuron has often been
discussed in the literature, based on the high and selective co-
expression of mGlusR, D,R and A,R in these particular
cells (see introduction), on the demonstration of A;,R/D,R
and A;,R/mGlusR heteromers (see introduction) and on the
existence of strong multiple interactions between the three
receptors (see below). However, the demonstration of their
simultaneous physical interaction had not yet been reported.
By using immunodetection and co-immunoprecipitation,
BRET competition, BRET/BiFC and SRET techniques, this
study provides clear evidence for the existence of the
mGlusR/D,R/A;AR oligomers in living cells and in rat
striatum. Co-immunodetection and co-immunoprecipitation
experiments demonstrated that when co-expressed in the
same cell or in native tissue, mGlusR, D,R and A,sR are
physically linked in the cell membrane. BRET competition
experiments gave indirect evidence for the existence of
mGlusR/D,R/A;AR oligomers, by demonstrating that co-
expression of mGlusR significantly modified the BRET
signal of the heteromer formed by A, nRRM and D,RYFF,
Also, the direct proof for mGlusR/D,R/A,;AR oligomeriza-
tion came from experiments with BRET/BiFC and SRET.
Finally, our immunogold experiments clearly demonstrated
the specific post-synaptic location of the mGlusR/D,R/A; 4R
oligomer in GABAergic striatopallidal neurons. However, it
is important to mention here that apart of the assumed post-
synaptic interaction describe here a putative pre-synaptic
interaction for A,AR/mGlusR and A,,R/D,R has been also
showed (Rodrigues et al. 2005; Tozzi et al. 2007). To this
regard we can not exclude the possibility that the mGlusR/
D,R/A4R oligomer might also exists pre-synaptically, thus
controlling the excitability and firing of medium spiny
neurons. This is an issue that deserves more future work.

Strong functional antagonistic interactions between AjsR
and D,R were first described and recently reviewed (Ferre
et al. 2008) and, later on, antagonistic interactions between
mGlusR and D,R and synergistic interactions between A,sR
and mGlusR were also reported (Popoli et al. 2001; Ferre
et al. 2002). In membrane preparations from rat striatum,
stimulation of either A,,R or mGlusR produces a decrease in
the affinity of D,R for agonists and a decrease in D,R
agonist-mediated motor activation (Ferre et al. 1991; Popoli
et al. 2001). Interestingly, co-stimulation of A, R and
mGlusR produces a synergistic antagonistic modulation of
D;R ligand binding and function that is significantly stronger
than the reduction induced by stimulation of either receptor
alone (Popoli et al. 2001). Thus, co-administration of A,xR
and mGlusR agonists inhibits motor activation induced by
D,R agonists (Popoli et al. 2001; Ferre et al. 2002). Also,
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central AR and mGlusR agonist co-administration coun-
teracts the inhibitory effect that endogenous dopamine exerts
on c-fos expression by tonically stimulating striatal D,R
(Ferre et al. 2002). It was, therefore, hypothesized that the
multiple mGlusR-D,R-A;5R interactions could provide a
new therapeutic approach for some neuropsychiatric disor-
ders, such as Parkinson’s disease (Popoli et al. 2001; Fuxe
et al. 2003). In fact, A, AR antagonists are being shown to be
clinically useful as anti-parkinsonian agents (Muller and
Ferre 2007). Also, there is pre-clinical evidence for the
efficacy of mGlusR antagonists (Ossowska ef al. 2001;
Breysse et al. 2002) and, more importantly, for a synergistic
effect of A;4R and mGlusR antagonists in animal models of
Parkinson’s disease (Coccurello et al. 2004; Kachroo et al.
2005). Hyperactivity of the GABAergic striatopallidal neu-
ron is a main pathophysiological mechanism responsible for
hypokinesia in Parkinson’s disease (Obeso et al. 2000). The
reported synergistic anti-parkinsonian effect of A;sR and
mGlusR antagonists in animal models (Coccurello et al.
2004; Kachroo et al. 2005) suggests that the dopamine
depletion-induced hyperactivity of striatopallidal neurons
depends on a synergistic stimulatory endogenous tone of
endogenous adenosine and glutamate on A;4R and mGlusR,
upon interruption of D,R signaling.

In summary, in the present study we provide biochemical
evidence that supports the existence of mGlusR-D,R-A,xR
heteromers in living cells and strongly suggest their presence
in the brain, in the GABAergic striatopallidal neurons, where
they can provide important targets for the treatment of
neuropsychiatric disorders.
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Abstract

GPR37, also known as parkin-associated endothelin-like
receptor (Pael-R), is an orphan G protein-coupled receptor
(GPCR) that aggregates intracellularly in a juvenile form of
Parkinson’s disease. However, little is known about the
structure or function of this receptor. Here, in order to better
understand the functioning of this receptor, we focused on the
GPR37 C-terminal tail, in particular on a cystein-enriched
region. Thus, we aimed to reveal the role of these residues on
receptor plasma membrane expression and function, and also
whether the presence of this cysteine-rich domain is linked to
the previously described receptor-mediated cytotoxicity. Inter-
estingly, while the deletion of six cysteine residues within this

Parkin-associated endothelin-like receptor (Pael-R), also
called GPR37, is an orphan G protein-coupled receptor
(GPCR) first cloned in 1997 from human brain (Marazziti
et al. 1997). Within the brain, this receptor is particularly
enriched in cerebellum (i.e. Purkinje cells), corpus callosum,
medulla, putamen, caudate nucleus, substantia nigra and
hippocampus (i.e. pyramidal and granule cells of the dentate
gyrus) (Donohue et al. 1998; Marazziti et al. 1997; Takah-
ashi and Imai 2003; Zeng et al. 1997). Interestingly, GPR37
has been identified as a parkin substrate (Imai et al. 2001;
Takahashi and Imai 2003). Parkin is a protein-ubiquitin

region did not affect receptor internalization it promoted GPR37
plasma membrane expression and signaling. Furthermore, the
removal of the C-terminal cysteine-rich domain protected
against GPR37-mediated apoptosis and cell death. Overall,
we identified a GPR37 domain, namely the C-terminal tail
cysteine-rich domain, which played a critical role in receptor
cell surface expression, function and GPR37-mediated cyto-
toxicity. These results might contribute to better comprehend
the pathophysiology (i.e. in Parkinson’s disease) of this rather
unknown member of the GPCR family.
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receptor, Pael-R, Parkinson’s disease.
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ligase E3 involved in the ubiquitination and proteasome-
mediated protein degradation and in the clearance of
aggregated proteins (Dev et al. 2003). Therefore, parkin
loss of function, such as in autosomal recessive juvenile
Parkinson (Dev et al. 2003), prevents degradation of parkin
substrates (i.e. GPR37) which results in their toxic accumu-
lation (Shimura ef al. 2000; Sriram et al. 2005; Zhang et al.
2000). Indeed, GPR37 has been described to be up-regulated
in the brains of autosomal recessive juvenile Parkinson
patients (Imai ef al. 2001). In addition, the presence of
GPR37 in the core of Lewy bodies in Parkinson disease (PD)
patients has been reported (Murakami et al. 2004), thus
suggesting a role of GPR37 aggregates in PD pathology.
Finally, viral-mediated GPR37 over-expression in vivo (i.e.
in the substantia nigra) constitutes a good PD animal model
because it results in progressive degeneration of nigral
dopaminergic neurons (Dusonchet et al. 2009; Low and
Aebischer 2012).

Collectively, these results established a good correlation
between the expression of this orphan receptor and PD.
However, very little information exists regarding the func-
tional and structural characteristics of this receptor. For
instance, GPR37 has a significant sequence homology (40%)
with the mammalian peptide activated class A GPCRs (i.e.
endothelin-B receptor, bombesin-BB; and bombesin-BB,
receptors; Marazziti et al. 1997, 1998), but agonists for these
receptors (i.e. endothelin and bombesin) failed to activate
GPR37 (Leng et al. 1999; Valdenaire et al. 1998; Zeng et al.
1997). However, it has been reported, not without some
controversy (Dunham et al. 2009), that the neuropeptide head
activator (HA), which is derived from the freshwater coelen-
terate Hydra, is a high-affinity ligand for GPR37 (Rezgaoui
et al. 2006). Interestingly, in this last study it was reported
that HA challenge induced GPR37-mediated intracellular
Ca®* accumulation and activation of both Ca**-dependent
calmodulin kinase and phosphoinositide-3-kinase (Rezgaoui
et al. 2006). However, although some early publications
suggested that HA is present in the human brain (Bodenmul-
ler et al. 1980) and proposed a potential role in some brain
tumors (Schaller et al. 1988), no equivalent neuropeptide has
been identified in vertebrates, thus casting doubt on the
existence of a human version of the HA neuropeptide.
Therefore, the existence of HA neuropeptide in humans is still
an open question, a fact that may be posed as an additional
setback in the description of GPR37 biological functions.

In this study, we aimed to shed some light on GPR37
structure, function and toxicity, trying to elucidate some of
the molecular determinants that mediate these processes and
that may help to explain the mechanisms driving the toxic
accumulation of the receptor. Interestingly, GPR37 possesses
an inherent difficulty for folding, a fact that complicates its
ectopic expression in living cells and plasma membrane
trafficking (Takahashi and Imai 2003). Related to this,
several studies have shown that different covalent post-

GPR37-mediated cytotoxicity | 363

translational modifications of cysteine residues can have
distinct effects on protein trafficking (Greaves and Cham-
berlain 2007) or on receptor coupling to G-proteins and thus
in intracellular strength of signaling (Chini and Parenti
2009). Furthermore, it has also been shown that S-nitrosy-
lation and further oxidation of critical cysteine residues can
lead to protein misfolding, and that these misfolded proteins
can form aggregates in many neurodegenerative diseases
(Muchowski and Wacker 2005). Based on these data, we
decided to explore the role of a cysteine-rich domain, located
at the C-terminal tail of the GPR37, on receptor’s trafficking,
function and also its relationship with cytotoxicity.

Materials and methods

Plasmid constructs

The ¢cDNA encoding the human GPR37 (Unigene ID: Hs.725956;
Source BioScience, Nottingham, U.K.) was amplified and subcloned
into the HindIII/EcoRI restriction sites of the pcDNA3 vector
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) using the iProof High-Fidelity
DNA polymerase (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and the following
primers: FGPR37 (5'-CGCAAGCTTATGCGAGCCCCGG-3") and
RGPR37 (5'-CGCGAATTCTCAGCAATGAGTTCCG-3"). The
same strategy was followed for generating the C-terminal mutants
GPR374%% and GPR37%"!, and by using the same FGPR37 primer
and the following reverse primers: RA563 (5'-CCGAATTCTCACT
CCATGAAGGCCCGAC-3") and RA571 (5'-CCGAATTCTCATT
CCTCACAGCAACAGCAGC-3'), respectively. For generating the
C-terminal mutant GPR374°*7% we used the QuikChange II site-
directed mutagenesis kit (Stratagene Europe, Amsterdam, The
Netherlands) according to the manufacturer’s instructions with the
following primers: FA563-568 (5'-TCGGGCCTTCATGGAGGAG
GAATGCATTCAGA-3') and RA563-568 (5'-TCTGAATGCATT
CCTCCTCCATGAAGGCCCGA-3").

Antibodies

A rabbit anti-GPR37 polyclonal antibody was raised by immunizing
rabbits with a glutathione S-transferase-fusion protein containing
amino acids 27-265 of GPR37 (glutathione S-transferase-GPR37)
and following the protocol described previously (Ciruela et al.
2004). The antibody was affinity purified and used at 1-2 pg/mL.
Other primary antibodies used were rabbit anti-a-actinin polyclonal
antibody (0.2 pg/mL; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA), rabbit anti-CREB2/ATF4 polyclonal antibody (Santa Cruz),
goat anti-GRP78 polyclonal antibody (Santa Cruz) and mouse anti-
a-tubulin monoclonal antibody (Sigma, St Louis, MO, USA). The
secondary antibodies used were: horseradish-peroxidase (HRP)-
conjugated goat anti-rabbit IgG (1/30000), HRP-conjugated rabbit
anti-goat IgG (1/30000), HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1/
10000) (Thermo Fisher Scientific, Inc., Rockford, IL, USA) and
AlexaFluor488-conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen).

Cell culture, transfection and membrane preparation

HEK?293 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; Sigma-Aldrich) supplemented with 1 mM sodium pyru-
vate, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin/streptomycin and 5%
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(v/v) fetal bovine serum at 37°C and in an atmosphere of 5% CO,.
HEK293 cells growing in 20 cm” dishes or in 9 cm® wells
(containing if necessary 18 mm coverslips) were transiently trans-
fected with DNA encoding for the proteins specified in each case
using TransFectin™ Lipid Reagent (Bio-Rad) and following the
instructions provided by the manufacturer. The cells were harvested
48 h after transfection. Membrane suspensions from transfected
HEK293 cells were obtained as described previously (Burgueno
et al. 2003, 2004).

Gel electrophoresis and immunoblotting

Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS/
PAGE) was performed using 7.5 or 10% polyacrylamide gels.
Proteins were transferred to polyvinylidene difluoride membranes
using a semi-dry transfer system (Bio-Rad) and immunoblotted with
the indicated antibody and then HRP-conjugated correspondent
secondary antibody. The immunoreactive bands were developed
using a chemiluminescent detection kit (Thermo Fisher Scientific)
(Ciruela and Mcllhinney 1997).

Immunocytochemistry and cell viability assay

Transiently transfected HEK293 cells growing on 18 mm diameter
glass coverslips were fixed in 1% paraformaldehyde for 15 min, and
washed with phosphate-buffered saline (PBS) containing 20 mM
glycine (buffer A) to quench the remaining free aldehyde groups.
When necessary, cells were permeabilized with buffer A containing
0.2% Triton X-100 for 5 min. Blocking was performed using buffer
A containing 1% bovine serum albumin (buffer B). Cells were
labeled for 1 h at 22°C with the rabbit anti-GPR37 polyclonal
antibody (2 pg/mL), washed for 30 min in buffer B and stained with
the AlexaFluor488-conjugated goat anti-rabbit (1 : 2000) for 1 h. In
an optional final step, nuclei were labeled with a 100 pg/mL 4',6-
diamidino-2-phenylindole solution (Invitrogen) for 15 min. Cover-
slips were rinsed for 30 min in buffer B, mounted with Vectashield
immunofluorescence medium (Vector Laboratories, Orton South-
gate, Peterborough, UK) and examined using a confocal microscope
(Lujan and Ciruela 2001). To test antibody specificity, we omitted or
replaced with buffer B the primary antibody. Under these condi-
tions, no selective labeling was observed.

The cell viability was determined by means of vital staining. In
brief, transiently transfected cells growing on 18-mm diameter glass
coverslips were washed with PBS and stained with the Fixable
Viability Dye eFluor® 780 (eBioscience, San Diego, CA, USA)
during 30 min at 4°C, according to the manufacturer’s instructions.
Subsequently, cells were fixed and processed for immunocytochem-
istry as indicated above. Finally, cells were imaged at 780 and
520 nm upon excitation at 647 and 490 nm, respectively (Zeiss,
Oberkochen, Germany).

Biotinylation of cell surface proteins

Cell surface proteins were biotinylated as described previously
(Ciruela ef al. 1999, 2000). Briefly, HEK293 cells transiently
transfected with each GPR37 construct were washed three times in
borate buffer (10 mM H3;BO;, pH 8.8; 150 mM NaCl) and
incubated with 50 pg/mL Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Fisher
Scientific) in borate buffer for 5 min at 22°C. Cells were washed
three times in borate buffer and again incubated with 50 pg/mL
Sulfo-NHS-LC-Biotin in borate buffer for 10 min at 22°C, and

13 mM NH,4CI was added for 5 min to quench the remaining biotin.
Cells were washed in PBS, disrupted with three 10 s strokes in a
polytron and centrifuged at 16 000 g for 30 min. The pellet was
solubilized in an ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris—HCI, 1% Triton
X-100, 0.2% SDS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% Sodium
Deoxycholate) for 30 min and centrifuged at 16 000 g for 20 min.
The supernatant was incubated with 80 pL streptavidin-agarose
beads (Sigma-Aldrich) for 1 h with constant rotation at 4°C. The
beads were washed three times with ice-cold lysis buffer and
aspirated to dryness with a 28-gauge needle. Subsequently, 50 pL of
SDS-PAGE sample buffer (8 M Urea, 2% SDS, 100 mM
Dithiothreitol, 375 mM Tris, pH 6.8) were added to each sample.
Proteins were dissociated by heating to 37°C for 2 h and resolved by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis in 10% gels and immu-
noblotted as described above.

Luciferase reporter gene assay

We used a dual luciferase reporter assay to indirectly detect
variations of Ca>" levels in transiently transfected cell lines treated
with different concentrations of compound. 24 h before transfection,
cells were seeded at a density of 1 x 10° cells/well in 6-well dishes
and transiently transfected. Cells were co-transfected with plasmids
corresponding to three constructs as follows (per 6-well): 2 pg
firefly luciferase-encoding experimental plasmid (pGL4-NFAT-RE/
luc2p; Promega, Stockholm, Sweden), 2 png of GPR37 expression
vector and 50 ng Renilla luciferase-encoding internal control
plasmid (phRG-B; Promega). Approximately 36 h post-transfection,
cells were challenged with increasing concentrations of HA
neuropeptide (Pyr-PPGGSKVILF-NH,; Genscript Corporation, Pis-
cataway, NJ, USA) during 17 h. Subsequently, cells were harvested
with passive lysis buffer (Promega) and the luciferase activity of cell
extracts was determined using a luciferase assay system according to
the manufacturer’s protocol in a POLARstar Optima plate-reader
(BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Germany) using a 30-nm
bandwidth excitation filter at 530 nm. Firefly luciferase was
measured as firefly luciferase luminescence over a 15-s reaction
period. The luciferase values were normalized against Renilla
luciferase luminescence values.

cAMP determinations

The Promega cAMP-Glo™ assay was used to measure cAMP
concentration in HEK293 cells. Transiently transfected cells were
seeded overnight at 25,000 cells per well in a white 96-well plate
treated with poly-p-lysine. Cells were washed once with non-
supplemented DMEM and then incubated with non-supplemented
DMEM in the presence of a phosphodiesterase inhibitor, zardaver-
ine (50 uM). Cells were stimulated with forskolin (1 pM) and
varying concentrations of HA neuropeptide for 15 min at 37 °C.
Cells were lysed for 30 min and cAMP levels were determined
following the manufacturer’s guidelines with a POLARstar Optima
plate reader (BMG LABTECH GmbH).

ER stress assessment and caspase 3 assay

Transiently transfected cells grown in 60 mm plates were incubated
in the presence or the absence of 1 pM thapsigargin (Sigma) in non-
suplemented DMEM for 6 h. Cells were harvested, washed once in
PBS, solubilized using cold RIPA buffer for 30 min and centrifuged
at 16 000 g for 30 min. Supernatants were collected and their
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concentrations were determined using a BCA protein assay kit
(Thermo). Thirty micrograms of each sample were processed with
SDS-PAGE sample buffer for SDS—PAGE analysis.

Caspase 3 activity was determined using a fluorogenic substrate
(Caspase 3 Substrate VII; Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
Transiently transfected cells were incubated for 2 h in non-
supplemented DMEM, harvested and washed once with PBS. Cells
were then solubilized for 1 h in 100 pL of 1x Caspase 3 Assay
Buffer (20 mM HEPES-NaOH, pH7.2, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% CHAPS, 10% Sucrose, 1x Protein
Inhibitor) on ice and centrifuged at 16 000 g for 15 min at 4°C.
After the supernatants were isolated and their protein concentration
quantified, 25 pg of protein from the samples were loaded to the
wells of a black 96-well plate, reaching a final volume of 50 pL with
water if necessary. Subsequently, all the wells were incubated for
6 h at 37°C with 50 pL of 50 uM Caspase 3 Substrate VII in 2x
Caspase 3 Assay Buffer, 20 mM Dithiothreitol. Fluorescence was
read in a POLARstar Optima plate-reader (BMG LABTECH
GmbH) exciting at 360 nm and reading at 530 nm.

Statistics

The number of samples (n) in each experimental condition is
indicated in the figure legends. When two experimental conditions
were compared, statistical analysis was performed using an unpaired
t-test. Otherwise, statistical analysis was performed by one-way
analysis of variance (aNova) followed by Student-Newman—Keuls
post hoc test. Statistical significance was set as p < 0.05.

Results

GPR37 cell surface expression is controlled by its
C-terminal cysteine-rich domain

First, given the potential effect of cysteine residues on
different aspects of receptor’s biology, such as cell surface
expression, we aimed to study the role of the C-terminal tail
of GPR37 in plasma membrane targeting (Fig. la and b).
Interestingly, apart from other occasional residues, a region
with six-consecutive cysteine residues was found (amino
acids 563-568). Therefore, we generated several GPR37
deleted mutants, one missing only the cysteine-rich domain
(GPR37A563’568 construct), and also other two deleting
almost the complete tail, with (GPR37A571) or without
(GPR37%°%%) the cysteine-rich region (Fig. 1c). Subse-
quently, we studied receptor plasma membrane trafficking
by means of two independent techniques: immunocytochem-
istry experiments and cell surface biotinylation assays.
Interestingly, it could be observed that while in non-
permeabilized cells GPR37 immunostaining showed a lim-
ited cell surface expression (Fig. lc, —Triton X-100) in
permeabilized cells a large amount of GPR37 was detected in
intracellular compartments (Fig. 1c, +Triton X-100). A sim-
ilar result was obtained when we deleted the last 40 amino-
acids of the GPR37 C-terminal tail but the cysteine-rich
domain was still present in the receptor (GPR374%7!
construct) (Fig. 1c). However, when we deleted the last 48
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Fig. 1 GPR37 and its C-terminal tail mutants. (a) Schematic repre-
sentation of the C-terminal tail of the GPR37. The cysteine residues
within GPR37 C-terminus are highlighted in blue and denoted by the
residue number. (b) Molecular model of the intracellular part of GPR37
(UniProt accession no. 015354), constructed from the crystal structure
of the adenosine Aga receptor (PDB accession no. 2YDO) [Lebon et al.
(2011)]. The model shows that Cys553 is within the linker connecting
TM7 and H8, whereas the amino acids comprised between Cys563
and Cys571 are part of H8. The other amino acids of the C-tail, from
lle572 to Cys613, were not modeled. (c) Immunocytochemical detec-
tion of GPR37 constructs. HEK293 cells grown on glass coverslips
were transiently transfected with cDNA encoding GPR37, GPR374%6°,
GPR37%%"" and GPR374%63-68 and processed for immunocytochem-
istry using a rabbit anti-GPR37 antibody (2 pg/mL). The bound primary
antibody was detected by means of an AlexaFluor488-conjugated goat
anti-rabbit (1 : 2000). Nuclei were stained with DAPI. Finally, cells
were analyzed by confocal microscopy to detect GPR37 (green) and
nuclei (blue). The scale bar represents 10 um.

amino-acids of the GPR37 C-terminal tail, thus losing the
cysteine-rich domain (i.e. GPR37%°% construct), the receptor
showed a robust plasma membrane transport compared with
the full-length GPR37 (Fig. 1c, —Triton X-100). In addition,
the deletion of only the six cysteine residues from the GPR37
C-terminal tail (GPR37A563 -568 construct) also promoted
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receptor cell surface expression (Fig. lc, —Triton X-100),
thus suggesting that the presence of this cysteine-rich domain
within the C-terminal tail of the receptor precluded its plasma
membrane trafficking.

Next, to better test the hypothesis that the GPR37
cysteine-rich domain played a critical role on receptor’s
plasma membrane expression we performed cell surface
biotinylation assays. We isolated GPR37 present in the
plasma membrane using a membrane impermeant biotin
ester, followed by streptavidin—agarose affinity purification
of membrane proteins. As shown in Fig. 2, the proportional
amount of GPR37 constructs missing the cysteine-rich
domain (i.e. GPR37*°** and GPR37%°°*3%)  which was
present at the cell surface of transfected cells, was
approximately twice that of the full-length GPR37
(Fig. 2b). However, under the same experimental conditions
when the cysteine-rich domain containing GPR37%°"!
construct was tested, a marked reduction of cell surface
expression was observed (Fig. 2b). Importantly, the assay
was validated by detecting o-actinin, a cytoskeletal marker,
which could not be detected in the streptavidin isolates,
indicating that the biotin ester did not penetrate the cell
membrane (Fig. 2a, lower panel). Overall, these results,
which are in concordance with our immunocytochemistry
experiments, supported the hypothesis that the GPR37
cysteine-rich domain participates in the receptor’s plasma
membrane trafficking.
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Fig. 2 Cell surface immunodetection of GPR37 constructs. (a)
HEK293 cells were transiently transfected with pcDNA3 (lane 1),
GPR37 (lane 2), GPR37%%¢° (lane 3), GPR37%"" (lane 4) and
GPR374%63%68 (jane 5). Labeling of cell surface proteins was
performed as described in Material and methods. Accordingly, crude
cell extracts (whole cell) and biotinylated proteins (cell surface) were
analyzed by SDS-PAGE and immunoblotted using a rabbit anti-
GPR37 antibody (1 png/mL) or a rabbit anti-actinin antibody (0.2 pg/mL)
as a control to rule out the labeling of cytoplasmic proteins. Immuno-
reactive bands were detected as described in Materials and methods.
(b) Quantification of cell surface expression of GPR37 constructs.
Ratios between cell surface and whole cell receptor expression for
each GPR37 construct were calculated and normalized assigning the
100% to the wild-type GPR37 construct. Data are expressed as the
mean + SD of three independent experiments. Asterisk indicates data
significantly different from the wild-type GPR37 construct: **p < 0.01
and ***p < 0.001 by anova with Student-Newman-Keuls multiple
comparison post hoc test.

Functional consequences of GPR37 cysteine-rich domain
deletion

Once determined the role of the GPR37 cysteine-rich domain
in receptor’s plasma membrane trafficking, we aimed to test
whether the HA neuropeptide was in our hands able to
activate GPR37 and if the deletion of the GPR37 cysteine-
rich domain affected receptor functionality. Noteworthy, for
the subsequent experiments only the GPR37%%-%% muytant
was used, because cell surface expression did not differ from
that obtained with the mutant lacking the complete C-
terminal tail. Furthermore, it was the less-truncated form of
the receptor and thus it would potentially affect in lesser
extent GPR37 functioning. Firstly, we measured the ability
of the HA neuropeptide to induce receptor internalization, a
phenomenon that has been previously shown (Rezgaoui
et al. 2006). To this end, transiently transfected HEK293
cells with GPR37 or GPR37%°%35% were challenged with the
HA neuropeptide and the receptor distribution analyzed by
immunocytochemistry both in permeabilized and non-per-
meabilized cells (Fig. 3). Interestingly, HA treatment
induced a clustering of both GPR37 and GPR374563568 4
the plasma membrane, as shown by its pronounced punctu-
ated distribution in non-permeabilized cells (Fig. 3, —Triton
X-100). In addition, HA treatment induced a translocation of
both receptor constructs into the cytoplasm, as shown by the
increased presence of intracellular aggregates in permeabi-
lized cells (Fig. 3, +Triton X-100). Overall, these results
demonstrated that the receptor’s cysteine-rich domain did not
affect the HA-mediated GPR37 cell surface clustering and
internalization. Next, we analyzed receptor functionality by
measuring GPR37-mediated changes in intracellular calcium
after HA stimulation. To this end, transiently transfected cells

GPR37 I GPR374563-568 |
- Triton X-100 [+ Triton X-100| |- Triton X-100 [+ Triton X-100|

Fig. 3 HA-mediated GPR37 internalization. HEK293 cells grown on
glass coverslips were transiently transfected with cDNA encoding
GPR37 and GPR374%6%%68 treated with vehicle (control) or with 1 uM
HA (HA peptide) for 60 min and processed for immunocytochemistry
using a rabbit anti-GPR37 antibody (2 ug/mL). The bound primary
antibody was detected by means of an AlexaFluor488-conjugated goat
anti-rabbit (1 : 2000). Nuclei were stained with DAPI. Finally, cells
were analyzed by confocal microscopy to detect GPR37 (green) and
nuclei (blue). The scale bar represents 10 um.
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Fig. 4 Functionality of GPR37 constructs. (a) Receptor-dependent
changes in cytoplasmic calcium levels were measured using a
luminescence-based method. A dose-response curve was obtained
for HEK293 cells transfected with GPR37 or GPR374%63-568 sing the
neuropeptide head-activator (HA) as an agonist. The results were
represented as a percentage of the cellular response produced by
1 uM ionomycin. Data are expressed as the mean + SEM of three
independent experiments. (b) Receptor-mediated inhibition of adenylyl
cyclase was assessed for GPR37 and GPR374%%%%¢8  Transfected
cells with each form of the receptor were challenged with 1 uM
forskolin and different concentrations of the neuropeptide HA. Subse-
quently, cAMP concentration was determined using the Promega
cAMP-Glo™assay. The decrease in cAMP production is represented
as a percentage of the response elicited by forskolin alone. Data are
expressed as the mean + SD of three independent experiments.
Asterisk indicates data significantly different from the wild-type GPR37
construct: *p < 0.05 and **p < 0.01 by anova with Student-Newman-
Keuls multiple comparison post hoc test.

with GPR37 or GPR374%33%% plus the reporter vector
pGL4-NFAT-RE/luc2p were stimulated with increasing
concentrations of the HA neuropeptide (Fig. 4a). Interest-
ingly, a careful analysis of GPR37 and GPR37%%%3%% dose-
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response curves for HA showed that while the ECsq
remained within the same range (69 £ 25 nM and
129 £ 54 nM, respectively) the maximum response was
significantly different (11 + 3% and 46 4+ 5%, respectively)
(Fig. 4a). It is important to mention here that control mock-
transfected cells showed no intracellular Ca** accumulations
upon HA challenge (data not shown). Overall, these results
indicated that the deletion of the GPR37 cysteine-rich
domain promoted receptor-mediated intracellular calcium
accumulation. Finally, we also evaluated the effects of the
HA neuropeptide on another signal transduction pathway,
namely the generation of cCAMP by means of the adenylyl
cyclase (AC) enzyme. Thus, we tested whether HA challenge
induced GPR37-mediated AC inhibition in cells transiently
transfected with GPR37 upon incubation with forskolin and
increasing concentrations of HA neuropeptide (Fig. 4b).
Interestingly, as it happened with the GPR37-mediated
intracellular calcium accumulation, the deletion of the
GPR37 cysteine-rich domain promoted receptor-mediated
AC inhibition (Fig. 4b). In addition, under the same
experimental conditions the HA neuropeptide was unable
to inhibit forskolin-mediated AC activation in control mock-
transfected cells (data not shown). Collectively, the obtained
data indicated that the deletion of the GPR37 cysteine-rich
domain promoted receptor signal transduction, a phenome-
non that might be consequence of either the enhanced
GPR37 cell surface expression or the better G-protein
coupling.

Role of the cysteine-rich domain in GPR37-induced ER
stress

It has been demonstrated that intracellular accumulation of
GPR37 in dopaminergic neurons leads to endoplasmic
reticulum (ER) stress (Imai et al. 2001; Kitao et al. 2007).
Therefore, as the deletion of the GPR37 cysteine-rich domain
facilitated receptor plasma membrane trafficking, we aimed to
test the role of this domain in GPR37-induced ER stress. To
this end, we analyzed the effect of GPR37 on the expression of
the ER-resident folding assistant GRP78. The GRP78 chap-
erone is a master regulator for ER stress (Lee 2005) and in fact
it has been shown to be up-regulated upon ER stress (Yang
et al. 2003). Accordingly, we transiently transfected HEK293
cells with GPR37 and GPR37%°%35% and the expression of
GRP78 was assessed by immunoblotting. As expected,
GRP78 expression was enhanced after treatment with the
sarcoendoplasmic Ca**-ATPases inhibitor, thapsigargin
(Fig. 5a, lane 2) (Chen et al. 2000). Also, cells transfected
with GPR37 showed a significant increment of GRP78
(110 £ 1.7%, p < 0.05) when compared with mock trans-
fected cells, thus suggesting that GPR37 expression promoted
GRP78 up-regulation. However, cells transfected with
GPR37%°93-5%8 did not show an increased GRP78 expression,
which was indeed significantly different from that observed in
GPR37 transfected cells (Fig. 5a). Overall, these results
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Fig. 5 GPR37 expression and ER stress. (a) Effect of GPR37
expression on GRP78. HEK293 cells were transiently transfected with
an empty vector (mock, lane 1), GPR37 (lane 3) and GPR374%63-568
(lane 4). Mock transfected cells were treated with 1 uM thapsigargin
(TG) during 6 h as a control of GRP78 induced expression (lane 2).
Cell lysates were obtained, analyzed by SDS-PAGE and immunob-
lotted using a goat anti-GRP78 antibody (1 pug/mL) or a mouse anti-o-
tubulin (0.2 pg/mL) to control protein loading in the gel. (b) Effect of
GPR37 expression on ATF4. HEK293 cells were transiently transfect-
ed with an empty vector (mock, lane 1), GPR37 (lane 2) and
GPR374%6%568 (lane 3) and incubated with 1 uM thapsigargin for
6 h. Cell lysates were obtained, analyzed by SDS-PAGE and immu-
noblotted using a rabbit anti-ATF4 antibody (1 pg/mL) or a mouse anti-
a-tubulin (0.2 pg/mL) to control protein loading in the gel. Immunore-
active bands were detected as described in Materials and methods
section. Ratios between GRP78 and ATF4 and o-tubulin were
calculated and normalized, assigning the 100% to the mock (right
panels). Data are expressed as the mean + SD of three independent
experiments. Asterisk indicates the significant difference of compared
data: *p < 0.05 by anova with Student-Newman-Keuls multiple com-
parison post hoc test.

supported the hypothesis that the GPR37 cysteine-rich
domain was involved in the receptor-mediated induction of
GRP78 expression.

Upon ER stress, GRP78 is released by ER transmembrane
signal transducers and leads the activation of UPR signaling
pathways (Lee 2005). An unfolded protein response (UPR)
downstream effector is the activating transcription factor 4
(ATF4), whose translation is increased upon ER stress

(Harding et al. 2000). Accordingly, we aimed to test
whether ATF4 expression was altered by GPR37. Therefore,
we transiently transfected HEK293 cells with GPR37 and
the expression of ATF4 was assessed by immunoblotting.
GPR37-transfected cells showed a significant increment of
ATF4 expression (147 + 14%, p < 0.05) when compared
with mock-transfected cells (Fig. 5b), thus suggesting that
GPR37 expression promoted ATF4 up-regulation. Con-
versely, under the same experimental conditions, cells
transfected with GPR37%°%-%%% did not show a significant
increase of ATF4, and its expression was significantly
different from that observed in GPR37 transfected cells
(Fig. 5b). These results supported the notion that the GPR37
cysteine-rich domain participated in receptor-mediated
induction of ATF4 expression. Collectively, our data
indicated that GPR37 expression induced GRP78 up-
regulation and UPR signaling activation, a phenomenon
precluded when the GPR37 cysteine-rich domain was absent.

Involvement of the cysteine-rich domain in GPR37-
mediated cytotoxicity
Finally, given that GPR37 expression induced GRP78
expression and that it regulates ER stress-signaling pathways
(i.e. ATF4 expression) leading to UPR survival and apop-
tosis responses (Szegezdi et al. 2006), we aimed to study the
involvement of the cysteine-rich domain in receptor-medi-
ated cytotoxicity. To this end, we initially assessed the effect
of GPR37 on cell viability with a fixable vital dye in our
immunocytochemistry experiments to detect cellular damage
(Fig. 6a). Importantly, we were able to monitor positive cells
for both markers (i.e. cellular death and receptor expression)
and to quantify the extent of GPR37-positive cell death
(Fig. 6b). Interestingly, we observed that the expression of
both GPR37 or GPR374%33%® Jed to significantly different
levels of cell survival (19.2 + 4.3% and 7.4 + 2.4%,
respectively) thus suggesting that GPR37-mediated cell
damage was dependent on the cysteine-rich domain (Fig. 6b).
In addition to the cell viability test, we also studied specific
effects in the apoptotic pathway determining caspase 3
activity upon GPR37 or GPR374%63-568 expression. To this
end, a fluorogenic substrate of caspase 3 was used to
determine the activity of this cysteine-aspartic acid protease
in lysates of cells transfected with each receptor form. The
resulting fluorescence was normalized to a control sample
from cells transfected with an empty vector. Interestingly, we
observed that, as in the cell viability experiment, cells
transfected with the wild-type GPR37 significantly showed
more caspase 3 activity when compared with cells expressing
GPR37%%%% (1.7 £ 0.2folds and 1.3 £ 0.03-folds,
respectively), thus indicating that GPR37-mediated apoptosis
is somehow dependent on the cysteine-rich domain (Fig. 6c¢).
Collectively, these results demonstrated the important role of
the GPR37 cysteine-rich domain in mediating the cytotoxic
effects associated with receptor expression.
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Fig. 6 Effect of GPR37 expression on cell survival. (a) Microscope
images show cells expressing GPR37 or GPR374%¢3%68 (green) and
cells that have entered the death process (red). Cells that are positive
for both conditions are highlighted with an arrow. The scale bar
represents 50 um. (b) Under these conditions, the subpopulation of
dead GPR37-expressing cells were quantified for each construct and
represented as a percentage of all transfected cells. Data are
expressed as the mean + SEM of three independent experiments.
Asterisk indicates data significantly different from the wild-type GPR37
construct: ***p < 0.001 by anova with Student-Newman-Keuls multiple
comparison post hoc test. (c) The activity of caspase 3 was also
determined from cells transfected with either GPR37 or GPR374563-568,
Cell lysates were obtained and equal amounts of protein from each
sample were incubated in the presence of a fluorogenic substrate for
caspase 3. The fluorescence generated was measured and normal-
ized to lysates from cells transfected with an empty vector. Data are
expressed as the mean + SD of three independent experiments.
Asterisk indicates data significantly different from the wild-type GPR37
construct: **p < 0.01 by anova with Student-Newman-Keuls multiple
comparison post hoc test.

Discussion

Neurodegenerative diseases are characterized by the pro-
gressive loss of neurons, a phenomenon largely associated to
ER and oxidative stress (Forman et al. 2003). Thus, a large
body of studies has shown that ER stress-induced apoptosis
is implicated in numerous human diseases, including diabetes
and neurogenerative diseases (Szegezdi et al. 2006). The
build up of unfolded/misfolded proteins activates adaptative
responses in cells, the UPR, that protect them from the toxic
rise of these proteins (Rao and Bredesen 2004). However,
a gradual overtime accumulation of unfolded/misfolded
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proteins, together with an UPR failure, will finally promote
not only cellular stress responses related to the ER but also
the induction of specific death pathways (i.e. apoptosis) to
remove the stressed cells (Kaufman 2002; Rao and Bredesen
2004). In such way, it has been described that the intracel-
lular accumulation of GPR37 leads to ER stress, which
ultimately triggers the activation of apoptotic pathways (e.g.
activation of caspase 3) both in neurons and in stable cell
lines (Rao and Bredesen 2004). Accordingly, a role of
GPR37 aggregates in PD has been suggested(Kitao et al.
2007; Omura et al. 2006). It would then seem likely that the
aggregation of GPR37 due to ineffective receptor folding
would favor the presence of ubiquitinated protein deposits in
the neuronal cytoplasm (i.e. Lewy bodies), thus prompting
the loss of dopaminergic neurons from the substantia nigra
pars compacta that occurs in PD (Murakami et al. 2004).
However, despite this possible role of GPR37 in the
pathology — i.e. mediating cell death upon receptor aggre-
gation — very little is known about this orphan receptor and
the molecular determinants driving its intracellular accumu-
lation. Hence, in the present study, we focused on a cysteine-
rich domain located at the C-terminal tail of the receptor as a
possible cornerstone explaining the expression, function, ER-
induced stress and cytotoxicity of the receptor.

First of all, we performed several mutations at the C-
terminal tail of the receptor by deleting different cysteine
residues-containing fragments and started examining whether
they affected the cell surface expression of the receptor. As
previously shown (Imai ez al. 2001; Murakami et al. 2004), a
large amount of the wild-type receptor was found in intracel-
lular compartments. However, when deleting the cysteine-rich
domain located between the residues 563 and 568, a robust
increase in plasma membrane expression was detected (in both
GPR37%%% and GPR374%%%5%%) These results pointed out to a
crucial role of this domain on receptor trafficking, although
they diverge from those previously reported where the deletion
of the whole GPR37 C-terminal tail prevented cell surface
expression (Cookson 2005). Yet, the works differ in several
experimental approaches, for instance the number of amino
acid residues deleted, the technique used to determine the
surface expression and other general methodologies (e.g.
transfecting agent, vector where the constructs were subcl-
oned, etc.). Nevertheless, we decided to next assess whether
the mutations affected receptor’s internalization and function-
ality, because it would seem likely that a change on signal
transduction pathways should be observed due to the effect of
the cysteine-rich domain on receptor expression at the cell
surface. Interestingly, when the receptor was challenged with
the HA neuropeptide it could be observed that the deletion of
the GPR37 cysteine-rich domain produced both an increase in
Ca** mobilization and in inhibition of cAMP accumulation.
However, the receptor’s cysteine-rich domain did not affect
the HA-mediated GPR37 cell surface clustering and internal-
ization. These results are consistent with those proposing that
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the HA neuropeptide is an agonist of GPR37 that activates and
induces GPR37 internalization in a pertussis toxin sensitive
manner (Dunham et al. 2009; Imai et al. 2001; Rezgaoui
et al. 2006). Overall, the functional experiments were in line
with the immunocytochemistry, internalization and cell sur-
face biotinylation assays, indicating that the studied cysteine-
rich domain was important to retain the receptor at the
cytoplasm, and as a consequence it was also responsible of
regulating its membrane G-protein coupled signaling.

Next, based on the relevance of this cysteine-rich domain
on receptor’s trafficking and function, and because of the
relationship of cytoplasmatic GPR37 aggregates with low
survival rates in transfected cells (Dunham ez al. 2009), we
investigated whether this cysteine-rich region could consti-
tute a molecular determinant of GPR37-mediated ER stress
and cytotoxicity upon receptor expression. To this end, we
first studied GPR37-mediated UPR triggering in cells
transfected with the wild-type and the mutated receptor in
which the cysteine-rich domain was deleted. Interestingly,
the deletion of the GPR37 cysteine-rich domain efficiently
reduced the receptor-mediated GRP78 up-regulation and
UPR signaling activation, thus pointing out to a prominent
role of this GPR37 domain in mediating ER stress. Also, the
role of the GPR37 cysteine-rich domain on cell viability and
also on caspase 3 pathway activation was analyzed.
Interestingly, we effectively found that GPR37 over-expres-
sion in living cells induced cell death, as described previ-
ously (Rezgaoui er al. 2006). It is important to mention that
dying cells expressing GPR37 showed features of both
necrosis and apoptosis, which would suggest the concurrence
of different pathways leading to the same physiological state.
In addition, we also demonstrated that this GPR37-mediated
cytotoxicity was significantly reduced when the cysteine-rich
domain was removed. This is a particularly important finding
because it revealed for the first time the importance of this
GPR37 discrete amino acid sequence in the biology of this
rather unknown receptor. Thus, the GPR37 cysteine-rich
domain not only participated in the control of receptor
plasma membrane trafficking and the concomitant receptor-
mediated signal transduction, but it also was involved in ER
stress and the cytotoxic effects associated to receptor
expression. However, it remains to be determined what
signals might control the subcellular distribution and func-
tion of GPR37 through modification of its cysteine-rich
domain.

The ectopic expression of GPR37 may end in the
formation of toxic receptor aggregates and ER stress, as
mentioned above. In such situation, transfected cells trigger
the protective UPR in an attempt to contain the deleterious
effects of GPR37 intracellular accumulation. The UPR
constitutes a concerted cellular response mediated by three
ER transmembrane receptors: protein kinase R-like ER
kinase, inositol-requiring enzyme 1, and ATF6. Under normal
conditions, all three ER stress receptors are kept inactive

through their direct interaction with the ER chaperone,
GRP78. However, when an unfolded/misfolded protein
accumulates (i.e. GPR37), GRP78 dissociates from the three
receptors, leading to their activation and triggering the
activation of UPR signaling pathways (Rezgaoui et al.
2006). Interestingly, UPR is a pro-survival response intended
to reduce the accumulation of unfolded proteins from the ER
(Kitao et al. 2007; Omura et al. 2006). However, under
persistent protein aggregation and prolonged ER stress, as it
could happen upon GPR37 over-expression, the UPR will
activate unique pathways switching the pro-survival response
to a pro-apoptotic effect (Szegezdi et al. 2006). These
pathways implicate the increased translation of ATF4
(Schroder and Kaufman 2005) and the concomitant
induction of the transcription factor C/EBP homologous
protein, which play a key role in switching UPR from pro-
survival to pro-death signaling (Schroder and Kaufman
2005). Indeed, in our hands the ectopic expression of
GPR37 in HEK293 cells induced ATF4 up-regulation, a
phenomenon that was abolished when the GPR37 cysteine-
rich domain was deleted. As a result, it could be postulated
that the cysteine-rich region within the C-terminal tail of the
GPR37 constitutes a receptor folding sensor, and thus either
the absence or the blockade of this check point would
facilitate receptor folding, trafficking and abolish its toxic
accumulation. Interestingly, it has been reported that GPR37
is able to interact with other GPCRs, for instance the
dopamine D, receptor (D,R), and that this interaction
facilitates GPR37 cell surface expression (Harding et al.
2000). Indeed, GPCR heterodimerization often modulates
receptor trafficking (Schroder and Kaufman 2005), thus it
might be feasible that the negative effect of GPR37 cysteine-
rich domain not only on receptor plasma membrane expres-
sion and signaling but also on mediating cytotoxic effects
could be precluded by interacting (i.e. heterodimerize) with
appropriate receptor partners (i.e. D,R). Overall, GPR37
heteromerization should be also contemplated as a way to
attain proper receptor cell surface expression and function,
and to diminish GPR37-mediated cytotoxicity.

In conclusion, the results obtained here point out to the
following possible mechanistic scenario: while newly syn-
thesized GPR37 is folded in the ER before being targeted to
the plasma membrane, the misfolded GPR37 translocates
across the ER membrane into the cytoplasm and is degraded
through a parkin-dependent ubiquitin-proteasome pathway.
However, when a dysregulation of this cellular control
system occurs the aggregation of misfolded GPR37 takes
place, triggering pro-death pathways, a process in which the
cysteine-rich domain located at the C-terminal tail of the
receptor might play a pivotal role. Interestingly, our results
might be important to understand the pathogenesis associated
to the accumulation of this expression-dependent misfolding
receptor and ultimately to comprehend its relationship with
PD.
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