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1. Resumen

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente del mundo.
Con una incidencia global de 15 personas por cada 100.000 habitantes, su prevalencia no ha dejado de
aumentar en Europa durante las tres ultimas décadas. Esta enfermedad se caracteriza por una pérdida
progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra del cerebro, por lo que el tratamiento
habitual de la enfermedad se suele suplementar con agonistas de los receptores de dopamina.

De entre los 5 subtipos de estos receptores se ha determinado que el receptor de dopamina D3R posee
hasta 20 veces mayor afinidad por la unién de agonistas cominmente utilizados en clinica, lo que
postula a DsR como una diana relevante en el tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, al igual que
otros receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), DRD3 es un gen muy polimérfico, de forma que
frente a un mismo tratamiento la respuesta asociada de cada paciente no es homogénea.

Basandonos en la estructura tridimensional del receptor, se han seleccionado variantes de D3R con
potencial para alterar su funcidn y se han caracterizado sus propiedades farmacoldgicas (potencia y
eficacia) a través de ensayos celulares BRET con el objetivo de entender si estos polimorfismos
presentes en la poblacion tienen un impacto funcional.

En el presente trabajo se han encontrado variantes con un impacto significativo en la funcién del
receptor, incluyendo un polimorfismo en el sitio de unién a ligando que disminuye la potencia de los
agonistas (~40x) y aumenta su eficacia dependiente del tipo de farmaco (mutacién F346L), asi como
un polimorfismo (S9G) que posee mayor eficacia independientemente del agonista usado. Otras
variantes presentes en posiciones del receptor con potencial para modificar su funcién no han
presentado variaciones significativas en potencia ni eficacia (variante V214A). Ademas, a lo largo del
trabajo se cuantifico la expresidon en superficie de estos polimorfismos y se determind que el extremo
N-terminal del receptor estd implicado en el reconocimiento de agonistas. También se intentd dilucidar
su mecanismo de accion, comprobando si esta region se pliega sobre el bolsillo de unién a ligando. Los
resultados serviran potencialmente para optimizar el tipo y la dosis de farmacos para cada individuo.

1. Abstract

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder in the world. With a
global incidence rate of 15:100.000, its prevalence has been increased in Europe for the past 3 decades.
PD is characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra of the brain.
For this reason, the common treatment of PD is usually improved with dopamine receptor agonists.

Among the 5 subtypes of these dopamine receptors, it has been reported that D3R has until 20 times
more affinity for clinical commonly used agonists, so D3R has been postulated like a relevant target in
PD. In line with other G protein coupled receptors (GPCRs), DRD3 is a highly polymorphic gene so with
the same treatment the therapeutical response for each patient is not homogeneous.

Through the three-dimensional structure of dopamine Ds receptor, it has been selected Ds;R
polymorphisms with potential for modifying its function and it has been characterized its
pharmacological properties (potency and efficacy) through BRET cellular assays for understand if these
population variants have functional changes.



In this work, we have reported polymorphisms with a significant impact in receptor function, including
a variant in the ligand binding pocket that decreases the potency of agonists (~40x) and increases their
drug-dependent efficacy (F346L variant), as well as a polymorphism (S9G) that has higher efficacy
independent of the drug applied. Other variants with structural potential for modifying its function do
not have shown significant changes in potency or efficacy (V214A polymorphism). Moreover, in this
research we have also quantified variations in surface expression between polymorphisms and we have
been reported that N-terminal region of the receptor participates in agonists binding. Furthermore, we
tried to elucidate the mode of action of this region, checking if N-terminal folds above the ligand
binding pocket.

2. Introduccion

2.1 Enfermedad de Parkinson y sistema dopaminérgico

La enfermedad de Parkinson es, tras el Alzheimer, la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente en el mundo. Posee una incidencia global de 15 personas por cada 100.000 habitantes, pero
esta cifra aumenta con la edad (principal factor de riesgo de la enfermedad) hasta el 1% de la poblacién
mayor de 65 afios y el 5% de los mayores de 80. Ademas, otros factores como el sexo o la raza modulan
el riesgo de padecer Parkinson, encontrandose la mayor incidencia de la enfermedad en hombres
espanoles e hispanoamericanos (1,2).

El Parkinson se caracteriza por una serie de sintomas motores entre los que destaca el temblor en
manos, brazos y piernas, la rigidez muscular y lentitud de movimiento y la pérdida de coordinacién y
de equilibrio. Ademas, sus pacientes también sufren sintomas no motores como depresion, ansiedad
o demencia (3,4). Aproximadamente un 10% de los casos de Parkinson tienen un origen en mutaciones
monogénicas tanto de genes dominantes (a-sinucleina, LRRK2) como recesivos (gen parkin, PINK-1, DJ-
1) siendo estos ultimos responsables de la mayor parte de casos de Parkinson juvenil. El 90% de casos
restantes, cominmente denominado Parkinson idiopatico o esporadico, tiene un origen indeterminado
gue combina factores genéticos y ambientales (1,5).

En cualquier caso, la enfermedad de Parkinson se caracteriza por una acumulacién de depésitos de a-
sinucleina que forman inclusiones citoplasmaticas llamadas cuerpos de Lewy en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra en la pars compacta del cerebro. Este proceso acaba derivando
en la pérdida de las neuronas dopaminérgicas y, por tanto, en una disminucion de la concentracién de
dopamina durante la sinapsis (3).

La dopamina es un neurotransmisor del sistema nervioso central, siendo la catecolamina mas
abundante del cerebro. Presenta un papel central en el control de funciones cognitivas y emocionales,
en la regulacion de la memoria, del movimiento y de la adiccidn. La desregulacién del sistema
dopaminérgico no solo esta asociada con el Parkinson, sino también con la esquizofrenia, el sindrome
de Tourette o el sindrome de déficit de atencidn e hiperactividad (6,7).

En este contexto, la dopamina puede unirse a 5 subtipos distintos de receptores, todos ellos acoplados
a proteinas G (GPCRs). Los receptores de dopamina se dividen en receptores de clase D; (D1 y Ds) y de
clase D; (D2, D3 y D). Los primeros estan acoplados a proteinas Gas, por lo que activan a la adenilato



ciclasa y estimulan la producciéon de AMPc. Los receptores D,, D; y D4 estan acoplados a Gaiyo, por lo
gue inhiben a la adenilato ciclasa disminuyendo asi la concentracion de AMPc intracelular (8).

2.2 Tratamiento del Parkinson: Relevancia clinica del receptor de dopamina Ds;

El tratamiento principal de la enfermedad se basa en la administracién de L-DOPA (levodopa), precursor
de la dopamina que si puede atravesar la barrera hematoencefalica y llegar hasta las neuronas
dopaminérgicas, donde es transformada en dopamina. Junto a la levodopa es habitual administrar
otros farmacos como los inhibidores de la MAO-B y la COMT (enzimas que degradan la dopamina) o
administrar agonistas de los receptores de dopamina. Estos farmacos permiten reducir la dosis de
levodopa, disminuyendo asi sus efectos secundarios (principalmente discinesia) (4).

En general, debido a que hay una gran identidad de secuencia entre los distintos tipos de receptores
de dopamina, la especificidad de estos agonistas no es muy elevada. Este hecho se ha postulado como
una de las principales causas de los efectos secundarios que producen estos farmacos. Hasta el
momento, la mayoria de los tratamientos se han centrado en los receptores D; y D,, pues su abundancia
en el ganglio estriado del cerebro es de 2 a 3 veces superior al resto de receptores (3). A pesar de ello,
los agonistas de los receptores D,/Ds son los mas efectivos en el tratamiento de los sintomas motores
del Parkinson (9). Ademas, farmacos como el pramipexol, el ropinirol o la rotigotina (usados
habitualmente en clinica para el tratamiento de la enfermedad) poseen ~20 veces mayor afinidad por
D3R que por D3R, hecho que postula a este receptor como una diana farmacoldgica importante en el
tratamiento de la enfermedad (10,11).

2.3 Relevancia clinica del estudio de los polimorfismos de DsR: Medicina personalizada

Actualmente, mas de un tercio de los farmacos aprobados por la FDA tienen como diana terapéutica
un GPCR, genes que ademas son altamente polimérficos (12). Tras analizar el genotipo completo de
2504 individuos “sanos” (dentro del contexto del proyecto de los 1000 genomas), se determiné que de
media un individuo posee 68 mutaciones puntuales Unicamente dentro de la regidn codificante de un
tercio de los GPCRs que actian como dianas de farmacos aprobados para su uso en clinica (13). De
hecho, los ultimos estudios al respecto han identificado 14.192 mutaciones puntuales en los 108 GPCRs
gue actian como dianas de farmacos (12), y evidentemente este nimero continla aumentando.
Concretamente, Turner et al. determinaron que en 1 de cada 300 nuevos nacimientos aparece una
nueva mutacién puntual en uno de estos GPCR (14).

Es precisamente esta gran variabilidad gendmica la que determina que frente a un mismo tratamiento
individuos distintos presenten respuestas diferentes. Por ejemplo, un receptor con menor afinidad
producira una respuesta disminuida, pudiendo llegar incluso a la ineficacia terapéutica (Figura 1) (12).
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Figura 1: Curva concentracion-respuesta de un individuo normal frente a pacientes con mayor o menor
afinidad por el farmaco (12).

Las ultimas estimaciones econdmicas realizadas al respecto consideran que solo en el Reino Unido, el
gasto del Sistema Nacional de Salud en tratamientos con farmacos dirigidos contra GPCRs que acaban
resultando ineficaces por esta variacion genética interpersonal puede ascender hasta los 501 millones
de libras (sin tener en cuenta hospitalizaciones por efectos adversos graves, y contabilizando
Unicamente polimorfismos localizados en la regidn codificante del receptor) (12).

En resumen, el estudio del efecto de los polimorfismos de D3R y la aplicacion de esta informacidn en
la practica clinica (medicina personalizada) posibilitara la eleccion del tratamiento mas eficaz para cada
paciente, ajustando el tipo y la dosis de farmaco para mantener el efecto terapéutico 6ptimo. Todo
ello disminuird el nimero y la gravedad de las reacciones adversas al medicamento (RAM) y la
ineficacia terapéutica, lo que en ultima instancia generard un aumento en la calidad de vida de los
pacientes y un ahorro sustancial de los gastos sanitarios asociados.

2.4. Mecanismo de accion de D3R

La unién de la dopamina u otro agonista andlogo al receptor D; produce una serie de cambios
conformacionales en el receptor que le permiten interaccionar con la subunidad Ga de una proteina
G inhibidora Gaio. Esta interaccién induce un cambio conformacional en Gaijo produciéndose un
intercambio de GDP (forma inactiva) por GTP (forma activa). La entrada de GTP produce una
disociacion de Gai/o del complejo que formaba con el receptor, G y Gy y su movimiento hacia la
adenilato ciclasa, que queda inhibida, disminuyendo la concentracion de AMPc (Figura 2) (15).

G protein signaling

Figura 2: Mecanismo de accion de DsR -verde- al ser activado por un agonista (circulo amarillo) (15)

3. Objetivos

- Objetivo 1: Eleccion de polimorfismos con potencial para tener un impacto en la funcién del
receptor. Se realizd basandonos en la estructura tridimensional del receptor unido a un
heterotrimero de proteinas Ga.y y en el conocimiento actual de su mecanismo funcional.

- Objetivo 2: Cuantificar la expresion de los distintos polimorfismos de D3R en la superficie celular.
Para ello se realizé un ensayo de cuantificacion de expresion en superficie. Permite determinar si
los polimorfismos afectan al trafico hacia la membrana y se utiliza como control para asegurar que
las diferencias de expresidn en superficie no tienen impacto en los resultados de los ensayos de
sefializacién.



Objetivo 3: Verificar la equivalencia funcional entre los constructos con y sin GFP extracelular.
La expresion del receptor D3 puede monitorizarse mediante una fusién con GFP. Sin embargo, se
utilizé un ensayo de expresidn en superficie y ensayos de sefializacion BRET (Transferencia de
Energia por Resonancia de Bioluminiscencia) para asegurar que la GFP no interfiere en la funcidn.

Objetivo 4: Determinar potencia y eficacia de los distintos polimorfismos usando el agonista
quinpirol. Para ello se realizaron ensayos celulares BRET, que permitiran cuantificar si un
determinado polimorfismo posee mayor o menor potencia y eficacia que el receptor salvaje.

Objetivo 5: Determinar si las variaciones obtenidas en funcion de cada polimorfismo son
dependientes de farmaco. Se realizaron ensayos de sefalizacién BRET para ver si el efecto
producido por los polimorfismos es dependiente de farmaco.

Objetivo 6: Entender a nivel molecular los cambios en la actividad de cada polimorfismo con
cada agonista utilizado. Para ello se utilizaron las estructuras resueltas presentes en la bibliografia
y se realizd un acoplamiento molecular de aquella para la que no hay estructura experimental.

Objetivo 7: Determinar si el dominio N-terminal del receptor D; se pliega sobre el bolsillo de
unidn a ligando, comprobar si esta implicado en el reconocimiento de fairmacos y entender su
mecanismo de accion. Se realizd a través de ensayos de sefializacién BRET con diferentes ligandos.

4 Materiales y métodos

4.1. Clonajes: Generacidon de mutantes

4.1.1 IVA cloning: Diseiio de cebadores, PCR y transformacion en E.coli

Todos los mutantes de este trabajo fueron generados mediante IVA (In Vivo Assembly) cloning. Este

sistema permite el ensamblaje in vivo de fragmentos de ADN de forma ordenada al estar guiados por

secuencias homalogas. El proceso es llevado a cabo en E.coli a través de una via de recombinacion

homadloga independiente de recA, que se encuentra presente en cualquier cepa utilizada cominmente

en los laboratorios, lo que elimina la necesidad de complejos tratamientos enzimaticos o multiples PCR,

simplificando el procedimiento (16). El protocolo utilizado fue el siguiente:

1)

2)

3)

4)

Disefio de cebadores: En la regidn 3’del cebador directo se encuentra la regién de unién al ADN
molde, que debe tener al menos 18-22 pares de bases y un T, ~602C. Por otro lado, en el extremo
5’ se encuentra la region complementaria al cebador reverso, que debe tener menos de 15 pares
de bases y una T, inferior a 509C. Entre ellas se encuentra el codén mutado (optimizado para
Homo sapiens). El cebador reverso no contiene la mutacion (17). La secuencia de los oligos fue
disefiada mediante SnapGene Viewer 7.0.2, la Tr, de cada uno se calculé con OligoCalc y se verificd
mediante IDT-Oligo Analyzer que no formaran homo o heterodimeros.

Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR): La secuencia de los cebadores, la composicidn de la
mezcla de PCR, las T, utilizadas y el programa detallado de PCR se encuentran en el Anexo I.

Gel de agarosa (1% en tampdn TBE) para verificar la correcta amplificacion de la PCR.

Digestion de los productos de PCR con Dpnl (endonucleasa especifica de ADN metilado vy
hemimetilado) a 372C durante 15 minutos. Este tratamiento permite eliminar el ADN molde.



5) Transformaciéon mediante choque térmico a 429C de E.coli XL-10 Gold- Ultracompetent Cells: Para
ello se inocularon 4L de ADN de los productos de PCR digeridos con Dpnl en 100uL de XL-Gold y
se incubaron en hielo durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se mantuvieron 30 segundos en
choque térmico a 422C, se dejaron en hielo 2 minutos y se afiadieron 200 uL de medio SOB. Por
ultimo, se plaquearon en medio LB24 suplementado con ampicilina para la seleccién de los clones
transformados con el vector. La composicién de los medios se detalla en el Anexo I.

De esta forma se generaron los mutantes S9G, V136l, V214A y F346L en plasmidos GFP-DRD3-pcDNA4
(con GFP extracelular) y AGFP-DRD3-pcDNAA4 (sin GFP extracelular), obteniendo 8 mutantes en total.

4.1.2 Amplificacion y purificacion de ADN plasmidico

Para amplificar el ADN plasmidico, se realizé un cultivo liquido en 3 mL de medio LB24 con ampicilina
y se mantuvo O/N a 372Cy en agitacion a 180 rpm. Expandida la colonia, se purificé el ADN plasmidico
mediante el método de lisis alcalina siguiendo el protocolo adjunto en el kit de miniprep de BioRad.

4.1.3 Verificacidon de los mutantes generados

Una vez obtenido el ADN plasmidico, éste se secuencid para asegurar que el vector obtenido
presentaba Unicamente la mutacion deseada. Esta comprobacion se realizd mediante secuenciacién
de Sanger, y se utilizd Clustal Omega para realizar los alineamientos de secuencia y ESPript 3.0 para
visualizar los resultados.

4.2 Cultivos celulares

4.2.1 Mantenimiento de lineas celulares

Para la realizacién de todos los experimentos del presente trabajo se utilizo la linea celular adherente
HEK 293T (embrionarias de rifion humano transformadas con adenovirus que son ampliamente
utilizadas por su alta ratio de transfeccién y facilidad de crecimiento) (18). HEK 293T se mantuvo en
estufa a 372C y 5% CO, en medio DMEM suplementado con 10% FBS y 1% de estreptomicina y
penicilina.

Substrate

@
4.3 Cuantificacion del receptor en superficie celular Product

4.3.1 Fundamentos del ensayo de expresion en superficie

La realizacion de este experimento garantiza que el receptor se
expresa en superficie. Con este ensayo se pretenden cuantificar las
diferencias de expresion que puedan existir entre los distintos
polimorfismos de D3R, lo que nos permitird confirmar que las
variaciones en potencia y eficacia obtenidas en los ensayos de
sefializacién celular se deben Unicamente al efecto funcional de la
mutacion, y no a cambios en su expresidn en superficie.

Ademas, basandonos en la experiencia previa del laboratorio, una
proteina de fusién GPCR-GFP aumenta mucho la expresién del  Figura 3: Mecanismo de accion
del ensayo de expresion en

. . ., L, superficie en GFP-DRD3-pcDNA4.
plegamiento ni la expresion del receptor, se realizo un ensayo de g, o/ caso de AGFP-DRD3-

receptor en superficie. Para asegurar que la GFP no impide el

expresion en superficie comparando cuantitativamente la  pcDNA4, FLAG estaria unida

presencia en membrana de todos los mutantes generados con el ~ directamente a DsR. Elaboracion
propia.



vector GFP-DRD3-pcDNA4 (constructos con GFP extracelular) y AGFP-DRD3-pcDNA4 (constructos sin
GFP extracelular).

El ensayo de expresion en superficie se basa en la deteccion especifica de una etiqueta FLAG, que esta
presente en el extremo N-terminal de todos los constructos utilizados en este trabajo (Anexo Il). Para
ello se utiliza un anticuerpo anti-FLAG conjugado con la enzima HRP (peroxidasa de rabano). HRP puede
oxidar sustratos en presencia de perdxido de hidrégeno. En este caso, la oxidacion de luminol acaba
generando emisién de luz (quimioluminiscencia) (Figura 3). Al no poder atravesar la membrana
plasmatica, el anticuerpo solo podra unirse a aquellos receptores presentes en la superficie celular.

4.3.2 Preparacion de placas para el ensayo de expresion en superficie

Para poder realizar los ensayos posteriormente, es necesario sembrar en una placa de 96 pocillos
blanca y opaca 50.000 células por pocillo. Para mejorar la fijacién de las células, la placa se tratd
previamente con polilisina (19). La densidad celular y la viabilidad se determinaron con azul Trypan en
un contador de células automatizado Invitrogen Countess3.

4.3.3 Transfeccion de células HEK 293T

La transfeccion se realiza pasadas 24 horas de la siembra de células en la placa de ensayo (apartado
4.3.2). Para realizar el ensayo de expresidn en superficie, se transfecta el ADN del receptor utilizando
polietilamina (PEIl). El PEl es un polimero catidnico capaz de unirse por interacciones electrostaticas al
ADN y formar complejos que seran endocitados por las células. Este método proporciona una alta tasa
de transfeccion (20).

Para ello se afiaden en cada pocillo 10 pL de OptiMem (medio sin FBS, pues éste inhibe la endocitosis
y por tanto la transfeccidn) que contiene 100 ng del ADN del receptor a transfectar mezclado con PEI
en ratio 2:1 (PEI:ADN). Antes de afiadir la mezcla se deja incubar 10 minutos para que se formen los
complejos ADN-PEI y se cambia el medio de cada pocillo por 90 uL de DMEM fresco. Tras afadir la
mezcla de transfeccién, se deja incubar la placa a 372Cy 5% de CO, durante 48 horas.

4.3.4 Ensayo de expresion en superficie

Se realiza 48 horas después de haber transfectado las células (apartado 4.3.3). Para ello es necesario
eliminar el medio de cultivo de los pocillos y realizar un lavado con PBS de los mismos. A continuacion,
se fijan las células con paraformaldehido (PFA) 4% y se deja incubando 20 minutos a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se vuelve a lavar 2 veces con PBS y se afiaden 100 uL/pocillo de PBS-
BSA (5% m/v) para bloquear el pocillo e impedir uniones inespecificas del anticuerpo y se deja incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, se afiaden 100 pL/pocillo del anticuerpo
anti-FLAG conjugado con HRP (diluido 1:10000). La reacciéon se deja incubando 30 minutos a
temperatura ambiente y pasado este tiempo se lava 2 veces con PBS y se afiaden 50 pL de los agentes
de revelado (que contienen el sustrato de HRP y peréxido de hidrégeno) BioRad-Clarity Max ™ Western
ECL Substrate. Tras 5 minutos de reaccidn, se obtienen los valores de luminiscencia total de todo el
espectro en el lector de placas CLARIOstar Plus®.

4.3.5 Analisis estadistico
Para cada mutante se realizaron tres replicas bioldgicas. Cada una de ellas estd formada por tres
replicas técnicas (3 replicas por placa significa n=1). De esta forma se calculé la media de cada



experimento y se normalizé con respecto al valor obtenido en el D3R salvaje (DsR WT). A partir de estos
valores normalizados se calculd el error entre los distintos dias. Los datos se representan segun la
media £ SEM (error estandar de la media). El calculo de estos parametros y su representacién grafica
se realizd mediante GraphPad Prism 10.2.3.

4.4 Ensayos de seiializacidn celular para determinar ECs y eficacia

4.4.1 Fundamentos del ensayo TRUPATH

TRUPATH es un ensayo de transferencia de energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET) que
permite cuantificar en tiempo real la activacién de los GPCR en células vivas. Aunque se han
desarrollado otros ensayos de tipo BRET y FRET (transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia) para medir la activacién de GPCRs (21-23) TRUPATH permite la visualizacidén de varias
proteinas G bajo un mismo sistema, y se encuentra optimizado en el laboratorio (24).

El ensayo TRUPATH detecta la activacidon del GPCR midiendo la tasa de disociacion de la proteina G.
Para ello utiliza una proteina Ga fusionada con la luciferasa de Renilla (Rluc8), una proteina G y una
Gy fusionada en su N-terminal con GFP2 (variante F64L, con mayor fluorescencia) (24).

De esta forma, cuando el receptor esta inactivo Ga, GB y Gy se encuentran formando un complejo, por
lo que la luciferasa esta préxima a la GFP. Al afiadir el sustrato de la luciferasa (colenteracina 400a) esta
produce luz a 400 nm. Debido a la cercania de la GFP, esta se excitara y generara fluorescencia a 498
nm -sefial BRET- (Figura 4A). Por el contrario, si el receptor es activado por un agonista, se genera un
cambio conformacional que conlleva la disociacion de la proteina G heterotrimérica. En este caso,
aunque la luciferasa genere luz, la GFP no llega a excitarse, o genera fluorescencia con menor intensidad
-disminucién de la sefial BRET- (Figura 4B y 4C)

A

(@]

BRET (GFP2/RLuc8)

-Log [Agonist]

‘

Figura 4: En azul se representa Ga unida a la luciferasa Rluc8, en morado Gy unida a GFP. A) Receptor
inactivo. No se produce sefial BRET (19). B) Activacion del receptor tras la union de agonista y
produccion de fluorescencia -sefial BRET- (19) C) Curva TRUPATH: Disminucion de la sefial BRET al
aumentar la concentracion de agonista (19).

4.4.2 Preparacion de placas para el ensayo TRUPATH
Se sembraron 50.000 células por pocillo segun lo dispuesto en el apartado 4.3.2.

4.4.3 Transfeccion de células HEK293T
La transfeccidn se realiza 24 horas después de la siembra de células en la placa de ensayo. En este caso
se transfecta el ADN del receptor y de Goon, GB3 Y Gys mediante Translt-2020. A continuacion, se



preparan 10 uL de OptiMem por pocillo que contengan el ADN del receptor Ga,, G} y Gy en proporcion
2:1:1:1 y 0,3 pL de Translt-2020. Tras verificar la expresién en superficie del receptor con y sin GFP
extracelular se transfectaron 50 ng de ADN del receptor y 25 ng de ADN de Ga, G} y Gy por pocillo en
ambos casos. La mezcla se deja incubando de 20 a 30 minutos y se afiade a la placa de 96 que se deja
incubando 48 horas a 372C y 5% de CO..

4.4.4 Ensayo TRUPATH

A la hora de realizar el ensayo TRUPATH, el primer paso es retirar el medio de cada pocillo. A
continuacion, se afiaden 90 ulL/pocillo de una disolucién de colenteracina 400a 7,5 uM disuelta en
tampdn HBSS 1x con 20 mM HEPES (pH7,4). La colenteracina 400a es sensible a la luz por lo que a partir
de este momento la placa se mantiene en oscuridad. A continuacidn, se afiaden 10 pL/pocillo de la
disolucién de ligando. Cada curva TRUPATH (Figura 4C) esta formada por mediciones de 10 pocillos con
concentraciones decrecientes de agonista. Para obtener la curva se realizan diluciones seriadas 1:10 de
ligando desde una concentracién de 10 uM en el primer pocillo. El dltimo pocillo no contiene agonista.
En este trabajo se utilizaron los agonistas quinpirol, pramipexol y FOB02-04A (en adelante ligando
bitépico). Por ultimo, se llevd la placa de 96 pocillos al lector CLARIOstar Plus® y se midi6 la ratio
GFP2/Rluc8 (498nm/400nm) para obtener la sefial BRET.

4.4.5 Analisis estadistico

Para obtener las curvas concentracidn-respuesta de cada mutante se realizaron al menos 3

experimentos, cada uno de los cuales es a su vez un triplicado. Los datos se representan como mediax

SEM (error estandar de la media de triplicados entre experimentos). La determinacién de la

significancia estadistica se realiz6 mediante:

- pECso: Andlisis de la varianza unidireccional (One-way ANOVA), corrigiendo la comparacién
multiple con un andlisis de Dunnett y utilizando un p-valor de 0,05.

- Eficacia (Emax) normalizada frente a DsWT activado por quinpirol: t-test multiple, corrigiendo las
comparaciones multiples con el método de Holm-Sidak, y utilizando un p-valor de 0,05.

4.5 Acoplamiento molecular entre D3R y quinpirol

Para intentar comprender las causas moleculares que produce cada polimorfismo de nucleétido Unico
(SNP) en la actividad del receptor es necesario poseer la estructura del mismo con cada ligando. A lo
largo del trabajo se utilizé quinpirol, pramipexol y FOB02-04A (ligando bitdpico) como agonistas de DsR.
Las estructuras de D3R con pramipexol y ligando bitdpico ya se encuentran resueltas (25,26), lo que no
ocurre con quinpirol. Es por ello que se realizé un docking entre D3R y este ligando mediante el servidor
SwissDock, restringiendo la zona de busqueda al bolsillo ortostérico.

5. Resultados

5.1 Andlisis estructural de D3R: Seleccidn de polimorfismos

Para la seleccién de los polimorfismos a estudiar en el presente trabajo se intentod llegar a un

compromiso entre:

- El nimero de personas que poseen cada polimorfismo del receptor Ds, es decir, la frecuencia de
la mutacién.

- El potencial para tener impacto en la funcién, basandonos en la posicion de las variantes con
respecto a los motivos funcionales y bolsillos de unidn del receptor: Se seleccionaron SNPs que



estuvieran presentes en regiones implicadas en la transduccion de sefial del receptor: unién a
dopamina y union a proteinas G.
Para poder elegir las variantes adecuadamente cumpliendo estos requisitos es fundamental llevar a
cabo una revisién bibliografica de la relacion estructura-funcién del receptor:

D3R comparte la estructura tipica de los GPCRs. Esta formado por dominio N-terminal extracelular, un
dominio C-terminal intracelular y 7 hélices transmembrana (TM) conectadas entre si por 3 bucles
extracelulares (ECL) y tres bucles intracelulares (ICL) (Figura 5A) (15).

A B D3R-Eticlopride C D3R-PD128907

(inactive) (active)

N terminus

>
-
=
N
r;((
"'O
8
3
3
g
A
» "'\
- \
Ry :
‘O,Jzﬁf\
fr((\.vr"‘i
L i)%
SRS
2
e
o
g

Dt o)
L X£ -
Palmitoylation e ) Lo
f . S (=) e » A
Helix 8 Yo ¢ ' 2
ICL3 . ' . eSS Z_ __
C terminus - )PP - S - - = - M d -G

Figura 5: A) Estructura de D3R, compartida por el resto de GPCR (15). B) Estructura de DsR unido al
antagonista eticloprida -estado inactivo- (27).C) DsR unido al agonista PD128907 -estado activo- (27).

En contacto con el espacio extracelular, D3R contiene un bolsillo de unién a ligando que se extiende a
lo largo de toda la regién transmembrana cuando el receptor se encuentra en estado inactivo. De esta
forma, el sitio de unidn a ligando esta formado por residuos de todas las TMs y de los tres bucles
extracelulares (27,28).

Sin embargo, una vez que el receptor une un agonista, este Gltimo induce un cambio en la conformacion
del residuo W342 (6.48) produciendo un desplazamiento del mismo hacia abajo. Este movimiento
practicamente cierra el canal, dividiéndolo en una mitad superior donde quedara alojado el ligando y
una mitad inferior que tras nuevos cambios conformacionales podra interactuar con la subunidad o de
la proteina G inhibidora (Figura 5B, 5C) (27,28).

Aligual que el resto de receptores de dopamina, el bolsillo de union a ligando de D3R -sitio ortostérico-
posee carga negativa, lo que le permite interaccionar correctamente con su ligando (que poseen el
grupo amino, cargado positivamente), que es estabilizado mediante puentes de hidrégeno,
interacciones polares, electrostaticas, hidrofébicas... A pesar de que estas uniones pueden hasta cierto
punto variar con el ligando, si que hay varias interacciones clave que se mantienen entre distintos tipos
de ligandos de D3R, como el puente de hidrdgeno mantenido entre D110 y el grupo amina del ligando
o la interaccion hidrofoba que forma el farmaco con F345. La mutacidon de estos aminodcidos
practicamente impide la unién del ligando al receptor (28).

En el momento en el que el receptor se une a un agonista, este produce un desplazamiento del residuo
W342 hacia abajo. Este movimiento a su vez induce un movimiento hacia abajo en 1118, F338 (motivo
PIF) y R128 (motivo DRY). Por ultimo, R128 hace rotar las cadenas laterales de N379 e 1138 (motivo
NPxxY) (Figura 6) (27).
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Figura 6: Cambios conformacionales inducidos en los motivos PIF, DRY y NPxxY producidos por la bajada
de W342 (“toggle switch”) (27).

Todos estos cambios conformacionales producidos en los motivos PIF, DRY y NPxxY producen que la
TM®6 se desplace hacia fuera y la TM7 hacia dentro (Figura 7B), de forma que se genera una cavidad
intracitoplasmatica donde se aloja la subunidad o de la proteina G inhibitoria (Gai) (Figura 7A) (27). Sin
el desplazamiento de la TM6, Gaii no puede interaccionar con el receptor (Figura 7C).

Active D3R
Inactive D3R

Figura 7: (A) Interaccion de D3R (verde inactivo, gris activo) con Ga; (azul celeste). (B)Desplazamiento
de TM6. (27) (C) D3R inactivo no puede interaccionar con Go

De esta forma, D3R interacciona con Ga, a través de dos superficies. La mayor de ellas es la cavidad
central citoplasmatica, formada entre la TM3 y la TM5/6 de D3R (que interactda con los 15 ultimos
residuos del C-terminal de la hélice a 5 de la Gai) (Figura 7A). La segunda interaccion se establece con
la hélice ICL2 de D3R, que se empaqueta con el dominio similar a Ras de la Ga, (27). La interaccién entre
D3R y Gou se produce mediante interacciones hidrofébicas y electrostaticas. Las hélices del DsR son
anfipaticas, pero todas las zonas de interaccién de D3R con Gai(TM3,5,6,7, e ICL2) son hidrofdbicas y
poseen carga muy positiva, que contrasta con la carga negativa de la zona de interaccion de Gou. Estas
caracteristicas se encuentran conservadas entre GPCRs unidos a Ga,; (27,29).

Una vez conocida la transduccion de sefial del receptor, se seleccionaron mutaciones en regiones clave
de la proteina (Figuras 8 y 9) teniendo en cuenta también su frecuencia en la poblacién:

- S9G: Es el polimorfismo que se encuentra mas extendido entre la poblacion, estando presente en
el 30-44% de la poblacidon caucasica (30). Este SNP se encuentra en la regién N-terminal
(extracelular) de la proteina (Figuras 8 y 9). El mecanismo de accion de esta zona del receptor se
desconoce actualmente, pues su gran movilidad ha impedido su modelado en los diversos
estudios estructurales (26—-28,31). Sin embargo, mediante experimentos in-silico de dinamica
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molecular se ha determinado que el dominio N-terminal se pliega sobre el bolsillo de unién a
ligando. Ademas, el N-terminal adopta distintas conformaciones dependiendo de si D3R esta unido
a un agonista o0 a un antagonista. Por todo ello, el dominio N-terminal podria estar implicado en
el reconocimiento de ligandos (32). Ademas, bibliograficamente se ha determinado que la variante
S9G tiene mas afinidad y eficacia que el receptor salvaje por la unién de dopamina (33,34), lo que
podria explicar la relaciéon encontrada entre la esquizofrenia y la variante S9G, sobre todo en
individuos homocigotos (35,36). Sin embargo, otros trabajos mas recientes no han encontrado
esta asociacion significativa (30,37,38).

- V136l: Este residuo se encuentra en la region ICL2, implicada en la union del receptor con Gou
(segunda superficie de interaccién entre D3R y el dominio similar a Ras de Ga;) (Figuras 8 y 9). En
este caso se produce una sustitucidon por un aminoacido mas voluminoso, lo que podria generar
efectos estéricos que dificulten la transduccion de sefial (Figura 9). Esta mutacidn esta presente
en 6 de cada 10.000 personas (39).

- V214A: Se encuentra ubicada en la region
intracelular de la TM5, concretamente en la region
que forma la cavidad citoplasmatica que
interacciona con la hélice a5 de Goi. V214A
aparece en 6 de cada 100.000 habitantes (39).

- F346L: Forma parte de la TM6 y del bolsillo de
unién a ligando del receptor, y se ha sefialado que
puede mantener interacciones hidrofébicas con el

pramipexol (27). Su frecuencia de aparicion es de 3
personas por cada 100.000 habitantes (39).

Figura 8: Estructura de Ds;R con los
mutantes realizados en rojo (39).

Val 214 Ala 214 \
Figura 9: Polimorfismos estudiados en DsR. En el centro se representa el receptor -amarillo- con la
posicion de los residuos a mutar en rojo, Ga -naranja-, G-azul- y Gy-verde-. A los lados se representan

en verde los residuos del receptor salvaje y en rojo las mutaciones realizadas. La mutagénesis in-silico
y la representacion de las figuras se realizé6 mediante Pymol.

/" val136 lle 136
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5.2 Generacion de mutantes

Tras disefiar de los cebadores se realizd una PCR para introducir las mutaciones S9G, V136l, V214A y
F346L en los plasmidos GFP-DRD3-pcDNA4 (contiene GFP extracelular) y AGFP-DRD3-pcDNA4 (sin GFP
extracelular). Para verificar la amplificacion se cargé el resultado de la PCR en un gel de agarosa 1%
(Figura 10).

AGFP-DRD3-pcDNA4 GFP-DRD3-pcDNA4

bp
Figura 10: A la izquierda mutantes generados en
el vector AGFP-DRD3-pcDNA4, a la derecha los
mutantes generados en GFP-DRD3-pcDNA4. Al
margen, numero de pares de bases (bp) del

12
5000

marcador.

En la figura 10 podemos ver que se ha producido amplificacién en los mutantes S9G, V214A y F346L.
Sin embargo, para el mutante V136l no se consiguié amplificacidon a pesar de variar las Tr, y modificar
la cantidad de ADN molde y cebadores, probablemente por la formacion de homodimeros de
cebadores. Por ultimo, para verificar que la mutacion se habia generado correctamente y no habia
errores en la secuencia del receptor, se secuencié cada mutante mediante Sanger.

5.3 Validacion de equivalencia funcional entre constructos GFP y AGFP

5.3.1 Cuantificacién de receptor en superficie celular

Para garantizar la mayor reproducibilidad posible dentro del
experimento es necesario verificar mediante microscopia de
fluorescencia que las células han sido transfectadas
correctamente (expresan GFP) antes de realizar el ensayo
(Figura 11). Este paso sélo se realizd con los constructos
generados con el vector GFP-DRD3-pcDNA4, pues AGFP-
DRD3-pcDNA4 no contiene GFP extracelular.

Una vez verificada la transfeccion por microscopia de  Figura 11: HEK 293T transfectadas
fluorescencia se realizé el ensayo de expresién en superficie €0 GFP-DRD3-pcDNA4 vistas al
con DsR WT, ADsR WT, S9G, AS9G, 214, A214, 346 y 346,  Microscopio de fluorescencia.
obteniendo los resultados mostrados en la figura 12.

Como primera conclusion de las imagenes de microscopia de fluorescencia (Figura 11) y del ensayo de
expresion en superficie (Figura 12) podemos afirmar que el receptor se expresa en la superficie celular.
Por otro lado, tampoco se observan diferencias significativas de expresién entre mutantes, lo que
significa que si existen diferencias funcionales, éstas se deben al impacto de la mutacion en la funcion
del receptor y no en su expresion. Ademas, tampoco existen diferencias significativas en la expresion
de los mutantes GFP y AGFP (aunque el error es algo elevado, las medias si que coinciden) (Figura 12).
Por todo ello, a la hora de realizar el ensayo TRUPATH se transfectd con la misma cantidad de ADN para
todos los mutantes.
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Figura 12: Datos obtenidos en el ensayo de expresion en superficie y su representacion en forma de
histograma. Se representa la media#SEM de la ratio de quimioluminiscencia de cada mutante
normalizado frente a DsR WT. “N” hace referencia al niumero de experimentos. Cada experimento a su
vez es un triplicado de la muestra. En todos los casos se transfectaron 100 ng de ADN/pocillo.

5.3.2 Equivalencia de ECs y eficacia

Actualmente todavia no se ha podido caracterizar la funcion del extremo N-terminal de DsR. Sin
embargo, algunos autores sostienen que podria plegarse sobre el bolsillo de unién y estar implicado
en el reconocimiento del ligando (32). En el caso de los mutantes generados en los constructos con GFP
extracelular, esta proteina podria interferir en la actividad del dominio N-terminal e impedir su correcto
plegamiento. Es por ello que es necesario verificar que la actividad (ECso y eficacia) del receptor no
varia entre los constructos con y sin GFP. Para ello se realizé un ensayo TRUPATH de los mutantes S9G
y AGFP_S9G utilizando quinpirol, un agonista estandar de D3R (40).

A S9G - AGFP_S9G B PECso (M)
0.2 log [Quinpirol] (M) mmm“
[ 596 YT +023 5
0.0 . X s72 +032 5

C

Emax (%) con respecto a
DsR WT-quinpirol

-0.2

net BRET

-0.4

- se | mutante | Media | Sem | N |
[T ome | ssc [EETCRENFSTINE
-0.8- | as9c  [EEL +12 5

Figura 13: (A)Curva concentracion-respuesta de S9G (verde) y AGFP_S9G (rojo) tras la activacion del
receptor por quinpirol (mostrado como net BRET). Los datos se representan segun media#SEM de 5
experimentos distintos, cada uno de los cuales es a su vez un triplicado. (B) ECso de mutantes S9G y
AGFP_S9G. (C) Eficacia de los mutantes S9G y AGFP_S9G normalizados respecto a DsR WT quinpirol.

Tal y como se puede apreciar en la figura 13, las curvas concentracidén-respuesta son muy parecidas

entre S9G con y sin GFP extracelular. Ademas, no se encontraron cambios significativos en la potencia
(ECso) y eficacia (Emax) de ambos mutantes tras realizar un andlisis estadistico segun lo detallado en el
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apartado 4.4.5. Por todo ello, podemos afirmar que los constructos con y sin GFP extracelular son
funcionalmente equivalentes y que la GFP no interfiere en la actividad del receptor.

Como los mutantes GFP y AGFP no presentan diferencias significativas en su expresion en membrana,
potencia ni eficacia, el resto del trabajo se realizé con los mutantes con GFP.
5.4 Farmacologia

5.4.1 Efecto funcional de las variantes de D3;R: Quinpirol como agonista
Para estudiar el efecto en la actividad de DsR en los distintos mutantes generados en el vector
GFP_DRD3_pcDNA4 se utilizé inicialmente quinpirol, un agonista estandar de D3R (40).

A B
D;R WT - S9G D;RWT - V214A
0.5 0.5+
log [quinpirol] (M) log [quinpirol] (M)
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Figura 14: (A), (B), (C) Curva concentracion-respuesta de DsR WT (verde) y distintos mutantes (rojo) tras
la activacion del receptor por quinpirol (mostrado como net BRET). Los datos se representan segun
mediaZSEM de 3 a 5 experimentos distintos, cada uno de los cuales es a su vez un triplicado. (D) pECso
y eficacia de los distintos mutantes normalizados respecto a DsR WT. Las variaciones significativas*
obtenidas en potencia poseen p<0,05 en test ANOVA unidireccional y andlisis de Dunnett posterior.
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S9G: Analizando los datos mostrados en la figura 14A, se puede observar que S9G tiene practicamente
la misma potencia (ECso) que DsR WT. Por otro lado, las diferencias en la eficacia entre ambas variantes
no son significativas. Sin embargo, si que existe una tendencia que parece indicar que la variante S9G
posee mas eficacia que el receptor salvaje, lo que concuerda con lo descrito bibliograficamente (33).
Esta variante produjo curvas mas ruidosas, y a pesar de hacer 5 duplicados con tres replicas técnicas
en cada experimento no se consiguid reducir el error.

V214A: Respecto a la variante V214A, los datos de potencia y eficacia se representan en la figura 14B.
De nuevo, no existen diferencias significativas entre la pECso y la Emax. Sin embargo, si que existe una
tendencia que parece indicar que la variante V214A es mas eficaz que D3R salvaje, resultado inesperado
debido a que el residuo 214 se encuentra en la regidn de interaccidn entre DsR y Ga.

F346L: Por ultimo, la potencia (ECso) de F346L (Figura 14C) es significativamente menor que la de DsR
salvaje (~40x), mientras que ambas variantes poseen la misma eficacia. Este hecho nos indica que el
residuo 346 establece algun tipo de interaccidn con el quinpirol, que se ve modificada al mutar el
residuo (apartado 5.5.2).

A Potencia B Eficacia
D;RWT
S9G
V214A
F346L *
I I I I 1 I I I I I
6 7 8 9 10 0 50 100 150 200
pEC50 (M) % Emax respecto a D,R WT

Figura 15: (A) Representacion en forma de histograma de la pECso de los distintos mutantes generados.
Los variaciones significativas* poseen p<0,05 en test ANOVA unidireccional y andlisis Dunnett posterior.
(B) Representacion como histograma de la Emax de cada mutante normalizada con respecto a DsR WT.

Tal y como se puede observar en la figura 15 ni el SNP S9G ni V214A presentan variaciones significativas
en la pECso ni en la eficacia. Es por ello que se decidié probar el efecto de F346L con distintos agonistas
para ver si el efecto es dependiente de ligando.

5.4.2 Modo de unién de quinpirol, pramipexol y FOB02-04A a D;R
Tanto el pramipexol (25) como el quinpirol (acoplamiento molecular, apartado 5.5.1) se unen

Unicamente al sitio ortostérico de DsR. Sin embargo, el grupo dispone de un ligando bitépico (FOB02-
04A) que esta formado por un farmacéforo primario (PP) capaz de unirse al sitio ortostérico del
receptor, un linker y un farmacoforo secundario que puede unirse en un sitio alostérico de D3R (Figura
16). Cada una de estas tres regiones del ligando establece una interaccién clave con residuos del
receptor, y la mutacién de uno de ellos impide la activacion del receptor(26).

16



OH

Dopamina Quinpirol Pramipexol FOB02-04A

Figura 16: (A) Estructura quimica de la dopamina, quinpirol, pramipexol y ligando bitépico mostrado
como sticks y coloreado segtin los componentes. Modificado de (26). (B) Estructura del ligando bitdpico
-rojo-, pramipexol -verde- y rotigotina -azul- unidos a DsR. OBS: Sitio ortostérico. SBP: Sitio alostérico
(26).

Con el objetivo de intentar observar in-vivo si el extremo N-terminal
de D3R se pliega sobre el bolsillo de unién a ligando y establece
interacciones con el mismo, se decidid realizar también el ensayo
TRUPATH con el ligando bitépico ya que la unién de este agonista al
bolsillo alostérico de D3R produce que el ligando sobresalga del
receptor, por lo que podria impedir el correcto plegamiento del N-
terminal sobre D3R y su interaccion con el agonista (Figura 17).

Para poder comparar el efecto que tiene cada uno de los ligandos
sobre cada SNP, se compard la potencia y la eficacia de DsR WT
activado por quinpirol, pramipexol y ligando bitépico (Figura 18).

No se encontraron diferencias significativas en estos parametros,  Figura 17: Movimiento del N-
por lo que podemos asumir que las variaciones en potencia Yy  terminal de Ds;R detectado in-
eficacia detectadas entre farmacos con cada SNP dependeran  jjico. En amarillo se representa

Unicamente de la interaccidn entre la mutacién y el agonista. el ligando bitdpico.
Potencia DR WT Eficacia D,R WT
Quinpirol Quinpirol
Pramipexol Pramipexol
Bitépico Bitépico
I I 1 1 1
6 7 8 9 10 0 50 100 150
pEC50 (M)

%Emax respecto a D;R WT Quinpirol

Figura 18: (A) Representacion en forma de histograma de la pECso de DsR WT tras la activacion por
distintos agonistas. (B) Representacion en forma de histograma de la Emax de DsR WT tras la activacion
por distintos agonistas -normalizado frente a DsR WT Quinpirol-. Los datos de pECso y Emax de DsR WT
pramipexol y ligando bitopico se generaron con anterioridad a la realizacion de este trabajo.
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5.4.3 Efecto funcional de la variante S9G: Efecto de varios ligandos
Al comparar las pECso obtenidas al activar DsR con quinpirol, pramipexol o ligando bitépico no se
encontraron diferencias significativas, aunque parece existir una tendencia que indica que quinpirol es

mas potente (Figuras 19 y 20A).
S9G PECso S9G
| Ligando | Media | SEM | N

0.2- log [quinpirol] (M) 893 +0,23 5

0.0 o —r— 847 £03 3

= -0.2- 14 A2 -4 JEMIO M 860 +0,18 3

52 e Quinpirol D3:RWT-quinpirol

S 061 4 Bitopico E_‘é@iﬂi?
| Quinpirol | +

0.8 -+ Pramipexol

Bitopico 168 +7 3
1.0~ 179  +4 3
Figura 19: (A)Curva concentracion-respuesta de S9G tras la activacion del receptor con distintos
ligandos. Los datos se representan segun media#SEM de 3 o 5 experimentos distintos, cada uno de los
cuales es a su vez un triplicado. (B) pECso de S9G tras ser activado por distintos ligandos. (C) Eficacia de
59G normalizada respecto a DsR WT quinpirol tras ser activado por distintos ligandos. Las variaciones
significativas* poseen p<0,05 en t-test multiple corregido con el método de Holm-Sidak.

Sin embargo, la tendencia observada en el apartado 5.4.1 que indicaba que S9G tenia una mayor
eficacia que D3R WT se vuelve mas marcada al activar el receptor con pramipexol y ligando bitdpico, y
en esta ocasion, las diferencias si que son significativas (Figuras 19 y 20B).

Potencia Eficacia
D;R WT Quinpirol D;R WT Quinpirol
S9G Quinpirol S9G Quinpirol
S9G Pramipexol S9G Pramipexol *
S9G Bitépico S9G Bitopico *
I T 1 1 1 I T T T 1
6 7 8 9 10 0 50 100 150 200
pEC50 (M) %Emax respecto a D;R WT Quinpirol

Figura 20: (A) Representacion en forma de histograma de la pECso de DsR WT Quinpirol y S9G activado
por distintos ligandos. (B) Representacion en forma de histograma de la Emax de DsR WT Quinpirol S9G
activado por distintos ligandos -normalizada con respecto a DsR WT quinpirol-. Las variaciones
significativas* poseen p<0,05 en t-test multiple corregido usando el método de Holm-Sidak.

Aungue en un principio se esperaba que el ligando bitdpico pudiera empeorar la afinidad del receptor,
los datos obtenidos indican que S9G posee una mayor eficacia que DsR WT. A pesar de ello, el aumento
de eficacia de S9G tanto con pramipexol como con el ligando bitépico nos indica que el N-terminal del
receptor si que interactia de alguna forma con el ligando y que el mecanismo de accion de esta
interaccidn no se encuentra impedido por el farmacdéforo secundario del ligando bitdpico.

5.4.4 Efecto funcional de la variante F346L: Efecto de varios ligandos
Resulta particularmente interesante realizar el ensayo TRUPATH con pramipexol, agonista utilizado en

el tratamiento del Parkinson, pues ni quinpirol ni el ligando bitépico se usan en clinica.
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A F346L B
| Ligando | Media| SEM | N_|

0.5
7,35 £0,39 5
E log[quinpirol] (M) Bitdpico 7,24  +0,40 3
~ 0.0 —— , 740  £016 3
@ A4 ¥ 42 4 4 C
) Emax F346L (%) con respecto a
® . D:RWT-quinpirol
€ 0.5 Quinpirol
Ligando | Media | SEM | N |
- Bigpico | auinpirol JECEETRN
q0d ™ Pramipexol Bitopico 103 +13 3
' 200 211 3

Figura 21: (A)Curva concentracion-respuesta de F346L tras la activacion del receptor con varios
ligandos. Los datos se representan segtin media+SEM de 3 o 5 experimentos distintos, cada uno de los
cuales es a su vez un triplicado. (B) pECso de F346 tras ser activado por distintos ligandos. (C) Eficacia
de F346 normalizada respecto a DsR WT quinpirol tras ser activado por distintos ligandos. Las
variaciones significativas* poseen p<0,05 en t-test multiple corregido con el método de Holm-Sidak.

Analizando las figuras 21 y 22A se puede observar que de nuevo F346L posee una menor potencia
(~40x) que el receptor salvaje, y que este efecto es independiente del ligando utilizado. Sin embargo,
la eficacia del receptor varia en funcién del agonista utilizado (Figura 22B):
- F346L activado por quinpirol y ligando bitépico posee practicamente la misma eficacia que DsR WT.
- F346L activado por pramipexol practicamente dobla la eficacia de DsR WT.

A Potencia B Eficacia
D3R WT Quinpirol D3R WT Quinpirol
F346L Quinpirol * F346L Quinpirol
F346L Pramipexol * F346L Pramipexol *
F346L Bitopico * F346L Bitopico
I 1 1 1 1 I I I I T 1
6 7 8 9 10 0 50 100 150 200 250
pEC50 (M) %Emax respecto a D;R WT Quinpirol

Figura 22: (A) Representacion en forma de histograma de la pECso de DsR WT Quinpirol y F346 activado
por distintos ligandos. Las variaciones significativas* poseen p<0,05 en test ANOVA unidireccional y
andlisis Dunnett posterior. (B) Representacion en forma de histograma de la Emax de DsR WT Quinpirol
y F346L activado por distintos ligandos -normalizada con respecto a DsR WT Quinpirol-. Las variaciones
significativas* poseen p<0,05 en t-test multiple corregido usando el método de Holm-Sidak.

5.5 Analisis estructural

5.5.1 Resultados del acoplamiento molecular entre D3R y quinpirol

Analizando las distintas posiciones obtenidas, se selecciond la opcidn con tercera mejor energia libre
de Gibbs, debido a que era la primera que mantenia el puente salino entre el aspartato 110 y la amina
del ligando, interaccion que bibliograficamente se ha determinado esencial para la interaccién con el
agonista (Figura Suplementaria 1) (27). Los resultados del docking (mejores posiciones segln energia
libre de Gibbs) y una representacion grafica de posicion seleccionada se encuentran en el Anexo Ill.
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5.5.2 Relacidn estructura-funcidon de la variante F346L
La reduccidn de potencia del receptor F346L puede explicarse por la interaccion hidréfoba que se
establece entre F346 y el quinpirol (3,8 A), interaccién que aumenta la estabilidad del ligando. Dicha
interaccidn desaparece al mutar el residuo por leucina, pues su cadena lateral se encuentra demasiado
alejada (5 A al realizar la mutacién in-silico) (Figura 23).

| B H
H O\
T

"]
N
F346 H H Leu 346 /

-—

Figura 23: (A) Interaccion hidréfoba entre F346 y quinpirol. (B) Interaccion hidrofoba entre F346 y
quinpirol. (C) L346 y quinpirol no establecen interacciones hidrofobas.

La reduccidn de la potencia observada en F346L activado por pramipexol puede explicarse por el mismo
B

motivo. F346 mantiene una interaccién hidréfoba con el pramipexol (4,1 A) (25), pero la mutacién del
H
/\/N'//. S
he 346 C[ />—NH2
N
N——

residuo a leucina impide la interaccién (7 A) (Figura 24).
Ej
F346

Figura 24: (A) Interaccion hidréfoba entre F346 y pramipexol. (B Interaccion hidrofobica entre F346 y
pramipexol. (C) L346 y pramipexol no establecen interacciones hidrofobicas.

En el caso del ligando bitépico, este de nuevo forma una interaccién hidréfoba con F346 (26) (3,5 A).
La mutacién F346L impide esta interaccidn, alejando hasta 4,5 A el ligando de la leucina, lo que explica
la disminuciéon de la potencia observada (Figura 25).

A

Phe 346

Figura 25: (A) Interaccion hidrofoba entre F346 y ligando bitdpico. (B) Interaccion hidréfoba entre
F346 y bitopico. (C) L346 y bitopico no establecen interacciones hidrofobas.
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6. Discusion y perspectivas futuras

Mediante la realizacidén de este trabajo se ha pretendido caracterizar el impacto funcional de distintos
polimorfismos del receptor de dopamina D3R, cuantificando los cambios producidos en potencia y
eficacia con respecto al receptor salvaje. Para ello se realizaron ensayos (BRET).

Para llevar a cabo dicho objetivo, fue fundamental asegurar que los diferentes receptores generados
eran capaces de expresarse en membrana correctamente, y que estos polimorfismos no modificaban
su expresion en superficie. Este punto se verificd a través de la realizacidn del ensayo de expresion en
superficie (Figura 12), que indicé que no existian variaciones significativas en la expresion del receptor,
lo que nos permite atribuir los resultados del ensayo BRET Unicamente a variaciones en la potencia y
eficacia del receptor, y no a cambios en su expresion.

Una vez realizados los ensayos BRET se determind que si existian variaciones en potencia y eficacia
entre los distintos polimorfismos. Ademas, contrariamente a lo que sucede en los receptores salvajes
(Figura 18) en algunos mutantes existe una variacion en estos parametros al utilizar distintos agonistas
(Figura 22 B):

S9G estd localizado en el extremo N-terminal extracelular de DsR, regidn que posee una gran
flexibilidad. En trabajos anteriores se ha determinado que este polimorfismo poseia una mayor
potencia y eficacia que el receptor salvaje en la unién de dopamina (midiendo la variacién en la
concentracion de AMPc intracelular en células HEK293T transfectadas) (34). En este trabajo, a través
de ensayos BRET se corrobord con 3 agonistas distintos (quinpirol, pramipexol y ligando bitépico) que
S9G posee una mayor eficacia (~1,5x) que el receptor salvaje (Figura 20B). Sin embargo, este cambio
sélo es estadisticamente significativo en el caso del pramipexol y ligando bitdpico, pero no en quinpirol
(aunque se aprecia la misma tendencia). Por otro lado, en contra de lo descrito previamente para la
unién de dopamina, no se detectaron cambios significativos en la potencia del receptor (Figura 20A),
por lo que es probable que el efecto se deba al cambio de ligando. En cualquier caso, el aumento de la
eficacia de S9G podria requerir una disminucién de la dosis de tratamiento en pacientes tratados con
pramipexol.

La gran movilidad del extremo N-terminal de D3R ha impedido la caracterizacién de su mecanismo de
accion en diversos estudios estructurales (26—-28,31). Sin embargo, mediante estudios in-silico se ha
postulado que esta region de la proteina puede plegarse sobre el centro activo y estar implicada en el
reconocimiento del ligando (32). Para intentar aclarar este proceso se realizd el ensayo BRET con el
ligando bitépico, capaz de unirse tanto al bolsillo ortostérico como a un nuevo sitio alostérico de D3R
(Figura 16), esperando que esta ultima unidn produjera impedimentos estéricos que impidieran el
correcto plegamiento del N-terminal sobre el sitio de unién a ligando (Figura 17). Sin embargo, en
contra de lo esperado la eficacia de S9G con ligando bitépico aumento.

Este hecho, refrendado por el aumento de eficacia en quinpirol y pramipexol, nos indica que el extremo
N-terminal si que esta implicado en el reconocimiento del ligando, y que la presencia del farmacdéforo
secundario y del linker del ligando bitdpico no interfieren en este proceso. A pesar de ello, con los
resultados actuales no podemos afirmar que el N-terminal se pliegue sobre el bolsillo de unién a
ligando. Para verificar este aspecto podria realizarse un ensayo BRET/FRET con un fluoréforo en la parte
extracelular del bolsillo de unidn a ligando y otro en el N-terminal, de forma que se obtuviera sefial si
este se pliega.
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V214A, localizada en la TM5 de D3R interacciona con la hélice a5 de Gai/o. Al realizar el ensayo BRET
activando el receptor con quinpirol, no se detectaron cambios significativos en la potencia del receptor
con respecto a DsR WT. En el caso de la eficacia, de nuevo los cambios no son significativos, aunque si
gue se puede observar una tendencia que parece apuntar una mayor eficacia de V214A (Figura 15).

F346L se localiza en el bolsillo de unién a ligando. Tras activar al receptor con 3 ligandos diferentes
(quinpirol, pramipexol y ligando bitdpico) se observé una reduccion muy significativa de la potencia
(~40x) en los tres casos (Figura 22A). Estructuralmente, esta disminucién de la potencia puede
explicarse a través de la interaccidn hidréfoba que mantiene F346 con el ligando (25,26). Al mutar este
residuo, la cadena lateral de la leucina queda demasiado alejada para mantener la interaccién,
produciéndose asi la disminucidn de la afinidad de F346L (Figuras 23, 24 y 25).

En un principio se podria suponer que esta disminucion en la potencia del receptor requeriria un
aumento de la dosis de tratamiento. Sin embargo, la eficacia de F346L al ser activado por pramipexol
(farmaco estandar empleado en el tratamiento de la enfermedad) se duplica con respecto a DsR WT
(Figura 22B), por lo que podria existir un efecto compensatorio en pacientes tratados con esta
medicacion.

Teniendo en cuenta que ni el quinpirol ni FOB02-04A produjeron un aumento de la eficacia del receptor,
y que en principio la disminucion de la potencia es un efecto independiente de ligando, es probable
qgue in-vivo F346L aumente la susceptibilidad de la enfermedad de Parkinson en pacientes con este
polimorfismo, sobre todo en homocigotos. Sin embargo, los ultimos estudios GWAS realizados no han
asociado ninglin SNP en DRD3 con una mayor probabilidad de padecer la enfermedad (41-43), y
tampoco se ha realizado ningun trabajo concreto que haya estudiado esta relacién. Teniendo en cuenta
gue su frecuencia de aparicion es de 3 personas por cada 100.000 habitantes (39), y que en pacientes
de Parkinson este nimero podria estar sobrerrepresentado, merece la pena continuar la investigacion
a este respecto, caracterizando también el efecto de diferentes farmacos para poder ajustar las dosis
de cada uno de ellos.

A lo largo del presente trabajo se han encontrado variantes que presentaban un error elevado en los
ensayos BRET. A pesar de que en algunos casos si que se pueden observar cambios marcados entre
mutantes, es probable que el alto error obtenido nos impidiera categorizar estas diferencias como
significativas. Sin embargo, un mayor nimero de réplicas u otros métodos de deteccion diferentes
podrian revelar un impacto funcional y solventar este problema.

7. Conclusiones

Con los resultados obtenidos podemos afirmar que:

1) Los distintos polimorfismos estudiados no afectan a la expresién de D3R en superficie.

2) Los constructos generados con y sin GFP extracelular no presentan cambios significativos en la
expresion en membrana y son equivalentes funcionalmente.

3) Los polimorfismos del receptor de dopamina D3R pueden presentar cambios en potencia y eficacia,

y en contra de lo observado con el receptor salvaje, este efecto puede variar con los farmacos:

- S9G: Presenta mayor eficacia al ser activado con pramipexol y FOB02-04A (~1,5x), pero no asi
con quinpirol (aunque existe la misma tendencia). Requerird experimentos para demostrar si
una disminucién de la dosis de tratamiento podria reducir los efectos secundarios por uniones
inespecificas a otros receptores.

- V214A: No presenta variaciones significativas en potencia ni eficacia.
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- F346L: Presenta una disminucidn significativa de la potencia (~40x) con quinpirol, pramipexol
y FOBO02-04A (debido a interacciones electrostaticas entre F346 y el ligando, que no se
producen en L346). Ademas, su eficacia se duplica Unicamente con pramipexol, pero no varia
con quinpirol ni con FOB02-04A. Es necesaria mas investigacidon para determinar la variacion
de la dosis de tratamiento (si corresponde) o si aumenta la susceptibilidad a Parkinson.

4) Elextremo N-terminal de D3R participa en el reconocimiento del ligando, y la unién de un agonista
al sitio alostérico de DsR no impide este proceso. Con los resultados obtenidos no se puede
determinar si el N-terminal se pliega sobre el bolsillo de unién a ligando.

5) Portodo ello, individuos con algunas de estas variantes pueden requerir un tratamiento diferente,
lo que podria realizarse variando la dosis o usando farmacos alostéricos que potenciasen la
funcién del D3R a través de un bolsillo alternativo (sin embargo, no existen en la actualidad
agonistas alostéricos de D3R).

7. Conclusions

In view of the results obtained, we conclude that:

1) The different D3R polymorphisms studied do not affect surface expression of the receptor.

2) DsR expressed with and without extracellular GFP do not exhibit significant changes in surface
expression and they are functionally equivalent.

3) The D3R receptor polymorphisms may exhibit changes in potency and efficacy. Unlike DsR WT, these
changes may be altered by different ligands:

- S9G: It has higher efficacy than D3R WT with the agonists pramipexole and FOB02-04A (~1,5x).
In contrast, the change with quinpirole is not significative (although we observed the same
tendency). It will be necessary new experiments to demonstrate if a decrease in treatment dose
would decrease secondary effects by unspecific binding with other receptors.

- V214A: It does not have significative effects in potency and efficacy.

- F346L: It has a significative decrease of potency (~40x) with quinpirole, pramipexole and FOB02-
04A (because of hydrophobic interaction between F346 and the ligand, which is not formed in
L346). Furthermore, F346L maximum efficacy is only double with pramipexol, but there are not
changes with quinpirole and FOB02-04A. It will be necessary more research to elucidate the
medical treatment dose variation (if necessary) or if the susceptibility of PD is increased.

4) The N-terminal region of D3R is involved in ligand recognition, and this process is not blocked by
the binding of an agonist to the allosteric site of DsR. With the results obtained in this work, it
cannot be concluded if N-terminal region folds above the ligand binding site.

5) Patients with some of these variants may need a different medical treatment. It could be achieved
with a variation of the medicine dose or with an allosteric drug with the capacity of increasing DsR
function through an alternative ligand fold. However, allosteric drugs are not currently available.
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9. Anexos

ANEXO I:

Tabla 1.1: Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR para generar los distintos
mutantes y T utilizada en cada una de las reacciones

Tm (2C) Tm (2C)

Mutacidn Primer Secuencia (5°-3") Vector GFP- Vector AGFP-
D3-pcDNA4  D3-pcDNA4

catctctgagccagctgagt
DRD3_S3G_Fw ggccacctgaactac 68 69
actcagctggctcagagat
DRD3_S9G_Rv gcaggteectgga
DRD3_V136l_F ctgcagtggtcatgcccat
W ccactaccagcatg
DRD3 V136l Rv gggcatgaccactgcagt
- - gtacctgtctatgctg
gtctatgccagaatctatgt
DRD3_214A Fw ggccctgaaacaaagga
ga 66 69
DRD3 2142 Rv cacatagattctggcatag
- - acaaggacagtcactcc
DRD3_F346L_F ctgctggctgcccttectgt
W tgacccatgttctc 68 69
DRD3_F346L Ry J2@d99cagecageaga
- — caatgaaggccc

Tabla 1.2: Composicién de la mezcla de PCR para ambos vectores.

Volumen (uL) Volumen (uL)

Componentes Vector GFP-D3-pcDNA4  Vector AGFP-D3-pcDNA4

Primers diluidos 1/20 en
agua miliQ
ADN molde (1ng/mL)

dNTPs (2,5 mM)

ADN polimerasa
(Phusion de alta
fidelidad)

Betaina (5M)
DMSO (2,5%)
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Tabla 1.3: Programa de PCR.

Fase PCR

Hot Start

Elongacidn

Ve

Elongacion final

Tabla 1.4: Composicién de medios.

Medio SOB
Triptona 2% (m/v)

Extracto de levadura 0,5% (m/v)

NaCl 10 mM

KCI 2,5 mM

MgCl; 10mM

Agua destilada

Duracion Temperatura (2C)
30” 98
10” 98
30” Tm de cada pareja de
cebadores
3 72
10’ 72

Medio LB24

Agar 1,5% (m/v)

Triptona 1% (m/v)

NaCl 1% (m/v)

Extracto de levadura 0,5% (m/v)

Agua destilada
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ANEXO Il: Plasmidos utilizados para el ensayo TRUPATH y de expresién en superficie.

Figura 2.1: Plasmido GFP_DRD3_pcDNAA4 (contiene GFP extracelular). Incluye un origen de replicacion
en E.coli y un gen de resistencia a ampicilina. Bajo el promotor del citomegalovirus contiene una
secuencia HAAS (de localizacién en membrana), una etiqueta FLAG (marca contra anticuerpo
secundario del ensayo de expresion en superficie), una cola de Histidinas para facilitar su purificacion,
una GFP, una secuencia de corte con la proteasa 3C del rhinovirus humano y el receptor D3.
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Figura 2.2: Plasmido AGFP_DRD3_pcDNA4 (no contiene GFP extracelular). Incluye un origen de
replicacién en E.coliy un gen de resistencia a ampicilina. Bajo el promotor del citomegalovirus contiene
una secuencia HAAS (de localizacién en membrana), una etiqueta FLAG (marca contra anticuerpo
secundario del ensayo de expresion en superficie), una cola de Histidinas para facilitar su purificacion
y una secuencia de corte con la proteasa 3C del rhinovirus humano y el receptor D3.
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ANEXO IlII:

Resultados del acoplamiento molecular entre D3R y quinpirol

B
Cluster number Cluster member AC Score
0 1 -33.559222
1 1 -25.921959
2 1 -25.750779
3 1 -25.555647
4 1 -24.193873
5 1 -23.830417

Figura Suplementaria 1: (A) Puente salino entre Asp110 y el grupo amino del ligando a una distancia
de 3,5 A. En azul se muestran los dtomos de nitrégeno y en rojo los de oxigeno. (B) Ranking de las 5
mejores posiciones obtenidas en el acoplamiento molecular con SwissDock, ordenadas segun su energia
de Gibbs. En rojo se encuentra remarcada la elegida.
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