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RESUMEN

Los receptores de dopamina pertenecen al grupo de receptores acoplados a proteinas
G aminérgicos, encontrandose principalmente en el cerebro donde participan en
multitud de funciones cognitivas y motoras. Al unirse a la dopamina, éstos
desencadenan una cascada de senalizacién intracelular a través de la activacion de
proteinas G (Gs, Gio, Gq11, G12/13) Y B-arrestinas. Se han descrito 5 tipos de receptores
dopaminérgicos, clasificados segun su secuencia y funcién en receptores de tipo D1
(D4R y DsR), que sefializan por Gsactivando la adenilato ciclasa, y tipo D2 (D2R, DsR y
D4R) que senfalizan por Gio ejerciendo el efecto contrario. Estos ultimos, y mas
especificamente D,R y D3R, constituyen las principales dianas terapéuticas de multitud
de trastornos neuroldgicos, como la enfermedad de Parkinson y esquizofrenia.
Comprender los mecanismos funcionales de sefalizacion de estos receptores, asi
como el desarrollo de farmacos con propiedades optimizadas tiene el potencial de
mejorar los tratamientos para estas enfermedades. Esta tesis doctoral se centra en el
estudio del DsR humano (hDsR), donde combinando crio-microscopia electrénica,
bioquimica, ensayos de sefalizaciébn y colaboraciones con investigadores
computacionales y quimicos organicos, i) se abordan los mecanismos de sefializacién
de este receptor, mostrando las bases del acoplamiento preferencial de D3R hacia Go,
ii) se desarrollan ligandos selectivos que diferencian entre D;R y D3R, explotando un
sitio nuevo extracelular en hDsR que se descubre en este trabajo y que se utiliza para el
desarrollo de farmacos con mayor selectividad, iii) se descifran los mecanismos por los
cuales un ligando unido a la parte extracelular es capaz de activar la sefalizacién
mediada por proteinas G pero no por B-arrestinas en hD3R, iv) se desarrollan
nanoanticuerpos que modulan al hDs;R permitiendo su uso como herramientas para el
estudio del receptor asi como v) se pretende el estudio de la oligomerizacion de estos
receptores en ambiente nativo, es decir, mientras se encuentran en la membrana,

utilizando crio-tomografia electrénica.
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ABREVIATURAS

A

AMPc: Adenosin Monofosfato-3',5' Ciclico

B

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro (“Brain Derived Neurotrophic Factor”)
BRET2: Resonancia de bioluminiscencia 2 (“Bioluminiscence Resonance Energy
Transfer”)

C

Crio-ME: Crio-Microscopia Electrénica de particula Unica

Crio-TE: Crio-Tomografia Electrénica

CHS: Colesterol HemiSuccinato

VC: Volumenes de columna

CTF: Funcion de transferencia de contraste (“Contrast Transfer Function”)

CDR: Regiones determinantes de la complementariedad (“Complementarity-
Determining Regions”)

D

DR: Receptor de dopamina (“Dopamine Receptor”)

DDM: DoDecil-beta-Maltosido

DOPC: 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (“2,3-Dioleoyl-glycerO-1-
PhosphoCholine”)

DQE: Eficiencia cuantica (“Detective Quantum Efficiency”)

E

ECLs: Bucles extracelulares (“Extracellular Loops™)

ERK: quinasa regulada por senales extracelulares (“Extracellular-Signal-Regulated
Kinase”)

EMA: Agencia Europea del medicamento (“European Medicines Agency”)

EGFP: Proteina fluorescente verde (“Enhanced Green Fluorescent Protein”)

ESRF: Laboratorio Europeo de Radiacién Sincrotron (“European Synchroton Radiation
Facility”)

EMDB: base de datos de microscopia electrénica (“Electron Microscopy Data Bank”)

F
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FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos (“Food and Drug Administration”)
FSC: Correlacion de Fourier (“Fourier Shell Correlation”)

G

GPCRs: Receptores acoplados a proteinas G (“G protein Coupled Receptors”)
GRK: Quinasa de GPCRs (“G protein coupled Receptor Kinase”)

GPMVs: Vesiculas gigantes derivadas de la membrana plasmatica (“Giant Plasma
Membrane Vesicles”)

H

HASS: Secuencia senal de hemaglutinina (“HemAgglutinin Signal Sequence”)
HRP:Peroxidasa de rabano (Horseradish Peroxidase”)

I

IPTG: IsoPropil-B-D-1-TioGalactopiranésido

IUPHAR: Unién Internacional de Farmacologia Basica y Clinica (“International Union of
Basic and Clinical Pharmacology”)

ICLs: Bucles intracelulares (“Intracellular loops”)

L

LMNG: Lauril Maltosa Neopentil Glicol

M

MD: Dinamica molecular (“Molecular Dynamics”)

MTH: Metalotioneina (“MetaloTHionein”)

N

NeCEN: Centro Holandés de Nanoscopia Electrénica (“Netherlands Centre for Electron
Nanoscopy”)

(o)

OBS: Sitio ortostérico (“Orthosteric Binding Site”)

P

PEI: Polietilamina

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (“Polimerase Chain Reaction”)

PP: Farmacéforo primario (“Primary Pharmacophore”)

PBS: Tampodn fosfato salino (“Phosphate Buffer Saline”)

R

RET: Transferencia de energia de resonancia (“Resonance Energy Transfer”)
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RMSD: Raiz del error cuadratico medio (“Root Mean Square Deviation”)
S

SDS: Docecilsulfato sédico (“Sodium Dodecyl Sulfate”)

Sf9: Spodoptera frugiperda

SEM: Desviacion estandar de la media (“Standard Error of the Mean”)
SBP: Sitio alostérico o secundario (“Secondary Binding Pocket”)

T

TM: Hélice TransMembrana

Tni: Trichoplusia ni

TCE: 2,2,2-TriCloroEtanol

Vv

VHH: Dominio de unién a inmunoglobulina (“Variable Heavy domain of Heavy chain”)
w

WT: Salvaje (“Wildtype”)
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1.1 Receptores acoplados a proteinas G (GPCRs)

1.1.1 Definicién y clasificacion

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) constituyen la mayor familia de
receptores en la superficie celular del cuerpo humano, con un 2 % del genoma
codificando para GPCRs'2. Presentan una expresion ubicua y son capaces de
reaccionar a diversos estimulos (olor, hormonas, neurotransmisores, péptidos, lipidos,
fotones...), convirtiendo estas sefiales extracelulares en una respuesta intracelular a
través de la interaccion con una proteina transductora, ejerciendo un papel clave en la
comunicacién celular'. Atendiendo a su secuencia y grado de conservacion, los GPCRs
se pueden clasificar en 4 subfamilias o clases (A, B, C y F). Sin embargo, analisis
filogenéticos posteriores han permitido una clasificacidn mas precisa basada en las
relaciones evolutivas entre receptores, definiéndose 5 subfamilias: Rodopsina (clase A),
Secretina (clase B), Glutamato (clase C), Adhesion y “Frizzled/Taste2”, siendo la familia
de la rodopsina (GPCRs de clase A) la mas numerosa, incluyendo aproximadamente el

80 % de todos los GPCRs?3.

1.1.2 Estructuray activacion

A pesar de su diversidad y clasificacion en diferentes subfamilias, todos los GPCRs se
caracterizan por presentar una estructura comun de 7 hélices transmembrana (TMs)
conectadas por 3 bucles extracelulares (ECLs) y tres bucles intracelulares (ICLs) y una
hélice H8 paralela a la bicapa lipidica en el extremo carboxilo (Figura I.1A)%. La primera
estructura de un GPCR que se resolvio fue la del receptor de rodopsina bovino en
estado inactivo®, convirtiéndose en el prototipo de los GPCRs de clase A y dando
nombre a esta familia. Posteriormente, la resolucién de la estructura cristalina del
receptor de opsina en complejo con una proteina G junto con otras estructuras
posteriores en estado activo permitié desvelar los cambios estructurales que subyacen

a la activacion®, identificando un mecanismo de activaciéon comun en GPCRs de clase A,
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donde motivos altamente conservados (PIF, NPxxY, DRY, “toggle switch”) permiten
conectar el sitio de unioén a ligando a nivel extracelular con la region intracelular (Figura
I.1B)”°. De hecho, la conservacién de ciertos residuos en los dominios transmembrana
de los GPCRs de clase A ha permitido establecer una nomenclatura genérica para
facilitar la comparacion e identificacion de los motivos conservados entre diferentes
GPCRs, adoptando esta nomenclatura en el presente trabajo (nomenclatura
Ballesteros-Weinstein). Este sistema asigna a cada residuo dos numeros, donde el
primer numero indica la TM y el segundo su posicion relativa al residuo mas conservado

en esa TM, al que se asigna el nimero 50°.

En una secuencia ordenada, la activacion del receptor se inicia con la unién de un
ligando (agonista), lo que provoca una reorganizacion en el receptor del motivo PIF (I34°
,P550, F&44) y cambios en el residuo W¢* también conocido como “toggle switch”
ocasionando una apertura del extremo intracelular de la TM6 y un desplazamiento de la

TM7 hacia el nucleo del receptor (Figura I.1B).

A B
PIF NPxxY/DRY
Estado activo ECL2

ECL2 Estado inactivo /r\’ ECL1 ™S ™7 TM4 ™3 ™7

ﬂu{% ) w0 ” Wie

s 6D &3 Had L/ pao '5‘, C ' 3 & N’-f"\ \vf\
Ml BF 00 o
Yy e D Kk

P

1okz icL3 C-terminal

Figura 1.1. Estructura y mecanismo de activacion de GPCRs. A) Estructura clasica de un
GPCR, conformado por siete 7 TMs con el extremo amino terminal expuesto al exterior de la
membrana y el carboxilo terminal dirigido hacia el interior celular. B) Superposicion de las
estructuras en estado activo e inactivo de un GPCR genérico de clase A (panel izquierdo) y

principales motivos implicados en la activacion (panel derecho).

Paralelamente, el motivo NPxxY (N749, P70, Y7%3) en la TM7 experimenta cambios
conformacionales y estabiliza el estado activo del receptor mediante un puente de

hidrégeno entre los residuos Y”%e Y5 o a través de una molécula de agua. Por su
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parte, el desplazamiento de la TM6 deriva en la rotura del enlace idnico entre los
residuos D(E)** y R3%° en el motivo DRY (D(E)**° R3% Y3*7) presente en el estado
inactivo, abriendo la regidn intracelular para permitir el acoplamiento y activacion de la

proteina transductora, y la subsiguiente respuesta celular #7°,

1.1.3 Farmacologia en GPCRs: Conceptos de potenciay eficacia

La interaccion de un ligando con un GPCR puede producir efectos diferentes segun si el
ligando actua como agonista, antagonista o agonista inverso (Figura |.2A). Los agonistas
se unen y activan al receptor iniciando una cascada de senalizacién mientras que los
antagonistas se unen al receptor, pero su unién no tiene ningun efecto sobre la actividad
de este. Por su parte, un agonista inverso no sélo bloquea la unién de otros ligandos,

también inhibe la actividad basal o constitutiva del receptor disminuyendo su

sefalizacion™.

A B

Agonista

100| LigandoA
Ligando B
Ligando C

100

Agonista
inverso

RESPUESTA (%)
(=]
RESPUESTA (%)
(4]
o

Log [LIGANDO] (M) Log [LIGANDO] (M)

Figura 1.2.Caracterizacion farmacoldgica de ligandos en GPCRs. A) Curvas concentracion
respuesta obtenidas tras la unién de un agonista (azul), antagonista (naranja) y agonista inverso
(morado) en un GPCR. B) Ejemplo de curvas concentracidon-respuesta para diferentes
agonistas. El Ligando A (azul) es mas potente que el Ligando B (morado) (se requiere menos
concentracion de ligando para desencadenar una respuesta), y ambos son agonistas totales,
generando la maxima respuesta a altas concentraciones. Sin embargo, el Ligando C (naranja) no

es capaz de generar la maxima respuesta posible, considerandose un agonista parcial.
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Asimismo, la capacidad de un agonista para activar y promover una respuesta se puede
definir mediante dos parametros: potencia y eficacia. La potencia se relaciona con la
cantidad necesaria para desencadenar una respuesta y se cuantifica con la ECs
(concentracion de ligando a la que se consigue la mitad del efecto maximo). Ligandos
mas potentes requieren dosis menores para alcanzar el mismo efecto que ligandos
menos potentes (Figura 1.2B). Por otro lado, la eficacia (Emax) se define como el efecto
maximo que puede generar el ligando, lo que depende no sélo de su capacidad para
activar total o parcialmente los receptores (eficacia intrinseca) sino también de la
densidad de receptores y la eficiencia de la senalizacién caracteristicos del sistema
biolégico en estudio’'3. Asi, agonistas totales son capaces de producir una respuesta
maxima del 100 % mientras que los agonistas parciales, aunque ocupen todos los
receptores, generan una respuesta menor (Figura 1.2B). Ambos parametros (potencia y
eficacia) pueden determinarse a partir de curvas concentracién-respuesta permitiendo
comparar el perfil farmacolégico de diferentes ligandos en estudios in vitro. Para
estudios preclinicos se representan curvas dosis-respuesta y se evalla un efecto en el

organismo completo (por ejemplo, capacidad motora).

1.1.4 Senalizacion celular

Clasicamente la senalizacion a través de GPCRs se ha explicado a través del modelo de
complejo ternario, donde el receptor alterna entre tres estados: inactivo, activo y unido
a agonista y proteina G'. La unién del agonista al receptor desencadena un cambio
conformacional en su parte intracelular permitiendo el acoplamiento y activacién de
una proteina G que se encuentra unida a GDP en su estado inactivo y consta de tres
subunidades (GaBy). Como resultado, la subunidad Ga intercambia la molécula de GDP
por GTP lo que ocasiona la disociacién de la Ga del receptor y de GPy. Estas
subunidades pueden a continuaciéon unirse a diferentes efectores, activando o
inhibiendo la produccion de diferentes mensajeros secundarios dando lugar a una
respuesta celular (Figura 1.3). La senal termina cuando la actividad GTPasa de la

subunidad Ga hidroliza el GTP a GDP y fosfato, retornando a su estado basal’®.
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Activacion GPCR (1-3) Desensitizacién GPCR (4-7)

Unién de GRK y

0 SIS ST Q fosforilacion del GPCR 6 Reclutamiento de B-arrestina

reclutamiento Gapy . iacion d
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del GPCR y GBy Espacio extracelular
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¢ @ Internalizacion
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Activacion de efectores p >4
y respuesta intracelular

O Degradacion o reciclaje en membrana

Figura 1.3.Senalizaciéon canénica de un GPCR. La unién del agonista al GPCR deriva en la
apertura de la TM6 permitiendo el acoplamiento de Gapy. El intercambio de GDP a GTP por Ga
lleva a la disociacién del complejo y activacion de diferentes efectores (1-3). La estimulacién
persistente ocasiona la fosforilacién del receptor y reclutamiento de B-arrestina para su

internalizacidn, evitando la exposicion a agonista (4-7).

La activacién prolongada por parte del agonista deriva en la desensibilizacion del
receptor, lo que comprende la fosforilacion en su extremo carboxilo terminal o en el
ICL3 por una quinasa de GPCRs (GRK) y la posterior unién de una B-arrestina, que se
transloca a la membrana plasmatica iniciandose la internalizacion del receptor y con

ello el cese de la sefalizacion (Figura 1.3).

1.1.4.1 Vias de senalizacion

Proteinas G

El acoplamiento de la proteina Gapy al receptor se produce principalmente a través de
dos interfaces establecidas entre el receptor y la subunidad Ga, una situada entre la

hélice carboxilo terminal a5 de la subunidad Ga y la parte intracelular de TM3, TM5 y
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TM6 y una segunda entre el ICL2 del receptor y el extremo amino terminal de la
subunidad Ga junto con la hélice a5 y los bucles que conectan las hebras B". En
concreto, las interacciones establecidas por la hélice carboxilo terminal a5 de la
subunidad Ga con el receptor resultan determinantes para la selectividad que
presentan los receptores para acoplar a proteinas G, dependiendo la respuesta
intracelular desencadenada de la subunidad Ga activada'”'® (Figura 1.4). La literatura
describe hasta cuatro familias diferentes de proteinas Gapy clasificadas segun su
subunidad Ga: Gs (Gor y Gs) favorece la activacion de la adenilato ciclasa promoviendo
la formacién de adenosin monofosfato-3',5' ciclico (AMPc), Gio (G, Gi, Gis, Go, G,
Gu1,Ge2 Y Gaust) inhibe la formacién de AMPc, Gg/11 (Gq, G11, G14, G1s5) activa la fosfolipasa C

aumentando la senalizacién por calcio (Ca?") y G1213(G12 Y G13) activa las GTPasas RhoA

(Figura 1.4)"°,

Neurotransmisores,
péptidos,fotones...
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Figura l.4. Senalizacion de GPCRs mediada por proteinas G segun la Ga activada.
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Sin embargo, se ha descrito que mas de la mitad de los GPCRs son promiscuos,
pudiéndose acoplar a varias familias, lo que afnade un nivel mas de complejidad al
estudio de la senalizacién mediada por estos receptores. Ademas, también se han
descrito diferentes isoformas para las subunidades Gy (5 isoformas para GBy 13 para
Gy), permitiendo multitud de combinaciones que pueden derivar en diferentes cascadas

de sefalizacion'®2%2",

B-Arrestinas

La activacion por B-arrestinas se asocia generalmente a procesos de desensibilizacion,
internalizacién y trafico del receptor que varian atendiendo a la GRK, el patron de
fosforilacion presente y la B-arrestina activada??, siendo la conformacion del complejo
GPCR: B-arrestina determinante para la subsiguiente respuesta celular. Ademas de la
clasica via de senalizacion mediada por proteinas G, donde la B-arrestina interviene tras
la activacion de la Gapy, los GPCRs también pueden activar vias de sefalizacion
independientes de proteinas G mediadas por B-arrestinas, las cuales sirven de
adaptadores para interaccionar con otras proteinas de senalizacion, resultando

tipicamente en la activacion de quinasas activadas por mitégenos'®22,

A diferencia de las proteinas Gapy, s6lo se han descrito hasta la fecha 4 isoformas de
arrestinas: Arrestina-1 y Arrestina-4 se expresan en el sistema visual mientras que
Arrestina-2 (B-Arrestina 1) y Arrestina-3 (B-Arrestina 2) son de expresion ubicua y las
gue se acoplan a la mayoria de GPCRs?2. En concreto, el acoplamiento al GPCR puede
darse en dos configuraciones, una en la que interaccionan solo con el extremo carboxilo
terminal fosforilado del receptor y otra en la que las B-arrestinas, ademas de
interaccionar con el extremo carboxilo terminal fosforilado, establecen contactos con el
nucleo del receptor ocluyendo el sitio de unién a proteina G*. De esta manera, el
acoplamiento de los receptores con B-arrestinas inhibe el acoplamiento con proteinas

G.
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Quinasas de GPCRs (GRKs)

Ademas de su papel en la desensibilizacion de GPCRs mediada por B-arrestina, las
GRKs pueden modular directamente la sefalizaciéon de los GPCRs a través de la
fosforilacion o interaccién con otras proteinas presentes en la célula®*. Se han
reportado hasta siete GRKs diferentes clasificadas en 3 subfamilias: GRK1 y GRK?7,
GRK2 (GRK2 y GRK3) y GRK4 (GRK4, GRK5, GRK6), siendo GRK2-3 y GRK5-6 de
expresion ubicuay, en consecuencia, las responsables de la regulacion de la mayoria de
los GPCRs. Por ejemplo, se ha descrito que GRK2 puede interaccionar con receptores
tirosina-quinasa, dimeros GBy, moduladores de subunidades de proteinas G, factores
de transcripcion, proteinas y moduladores del citoesqueleto, ligasas de ubiquitina o

diferentes enzimas relevantes para la sefializacién®.

1.1.4.2 Modulacién de la senalizacién mediada por GPCRs

La existencia de varias proteinas transductoras y la propia dindmica conformacional de
los GPCRs, que fluctian entre diferentes estados conformacionales en equilibrio,
evidencian un escenario mas complejo que el planteado inicialmente con el modelo
ternario. El modelo cubico es una extension del modelo ternario, donde se contempla la
existencia de diferentes estados conformacionales del receptor (activos e inactivos) e
integra la union de varias proteinas transductoras (también en estados inactivos del
receptor), ofreciendo una vision mas realista (y compleja) sobre la sefalizacidon de los

GPCRs (Figura 1.5)%.

Este equilibrio dinamico en el receptor puede verse influenciado por la union de ligandos
(agonismo sesgado) o la interaccion con otros GPCRs (oligomerizacion). Otros factores
gue pueden influir en la respuesta celular derivada de la sefalizacion por GPCRs son la
localizacién especifica del receptor en la membrana, su distribucidon subcelular y
senalizacion desde compartimentos intracelulares??® o la interacciéon con lipidos
especificos (por ejemplo, colesterol), proteinas moduladoras de la actividad de los

receptores ?° o proteinas de union a Ca?*3%3,
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A: Agonista
lodelo ternario Ri: GPCR inactivo
Ra: GPCR activo
A+R; AR AR, + G =—————= AR,G | G:Proteina G
(transductor)
B C
v < e EX1E viOaelLo e O
AR; ARy ————> ARG /ARiG—‘“/ —>AR,G
AR; AR,
~ IV
Ri<—""R;= R,G = ABHG
Activacion GPCR inducida por ligando /,;;f‘:/
———> Activacion GPCR por modulacion alostérica y/4
—
> Activacion de proteina G (sin ligando) Ri=< Ra
= Activacion de proteina G inducida por ligando
: Acoplamiento de proteina G a GPCR inactivo

Figura I.5.Modelos de unién y activacion de GPCRs. A) Modelo ternario: un agonista se une a
un receptor inactivo induciendo un cambio conformacional al estado activo que puede
acoplarse a una proteina G. B) Modelo ternario extendido: contempla la activacion del GPCR y
acoplamiento a una proteina G independiente de ligando (actividad constitutiva). C) Modelo
cubico: incluye la formacidon de complejos mixtos de no sefializacidn entre el receptor en estado

inactivo y la proteina G. Imagen modificada de*.

Agonismo sesgado

Los GPCRs se encuentran en constante equilibrio entre multiples conformaciones
activas e inactivas. Dentro de esa gran diversidad conformacional, existen
conformaciones especificas del receptor que son capaces de acoplar preferentemente
diferentes proteinas transductoras. La union de un ligando puede estabilizar dichos
estados conformacionales y, en consecuencia, favorecer la activacion de ciertas rutas
de senalizacion frente a otras (sesgo de sefializacidn). Este fendmeno se conoce como
agonismo sesgado o selectividad funcional®. Por tanto, un ligando unido a un mismo

receptor puede presentar una potencia y eficacia diferentes para distintas rutas de

35



Capitulo I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

sefalizacion (Figura 1.6), actuando por ejemplo como agonista total para la activacion de
la proteina Gapy y como agonista parcial para el reclutamiento de B-arrestina, siempre
con respecto a un ligando de referencia (por ejemplo, el ligando endégeno o un ligando
equilibrado, que sefnalice equitativamente por las dos vias), y definido para un sistema

bioldgico concreto en estudio.

100 | Activacion Gapy 2= 100 | Activacion GaBy 100 | Activacién GaBy

; =Emax © < Emax © = Emax
§ =ECs0 ‘g =ECso § <ECso
3 = -

Q. Q. Q.
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Figura 1.6.Fendmeno de agonismo sesgado. A) La unién del ligando al receptor activa de
manera equilibrada la ruta de las proteinas G y B-arrestinas, con la misma potencia y eficacia
(ligando de referencia). B) La interaccion ligando-receptor resulta en una mayor activacién de la
proteina G, presentando una eficacia menor para el reclutamiento de B-arrestina con respecto al
ligando de referencia. C) Ambas rutas de sefializacién pueden ser igualmente activadas por el
ligando, pero se necesita una mayor concentracion para activar la proteina G (el ligando es

menos potente para la ruta de las proteinas G) con respecto al ligando de referencia.

En la literatura se ha descrito sesgo natural mediado por algunos péptidos enddgenos
para los receptores opioides, sin embargo, los resultados obtenidos en diferentes

laboratorios son inconsistentes®*3®. Esta falta de reproducibilidad en los perfiles de
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sesgo funcional definidos para un ligando, que difieren entre ensayos y laboratorios,
dificulta su caracterizacién funcional, asi como la traslacién de nuevos farmacos
descubiertos in vitro a la clinica. Por ejemplo, las quinasas reguladas por senales
extracelulares (ERKs) generalmente asociadas a activaciéon de GRKs y B-arrestina
también pueden ser activadas por las cuatro familias de proteinas G*¢, no siendo por
tanto la fosforilacion de las ERKs representativa de la via de las B-arrestinas. Ademas, la
medicion de la senal en diferentes puntos de la cascada de la senalizacion mediada por
un receptor puede dar lugar a diferentes perfiles de eficacia para un mismo ligando,
actuando como agonista parcial para ensayos que miden la disociacion de proteina Gy
agonista total en ensayos de cuantificacion de AMPc o Ca?*, que también dependen de
la activacion de la proteina Gapy®. Estas diferencias responden a diferencias en la
cinética de los procesos de sefalizacién evaluados, asi como a la existencia de
interacciones con otras proteinas y efectores presentes en la célula (sesgo del
sistema). La evaluacion de la actividad en la primera etapa de la senalizacién permite
aislar el efecto del ligando del sesgo del sistema garantizando un mayor éxito en
modelos biolégicos mas complejos, en los que el contexto celular también afectara a la

selectividad funcional del ligando.

Oligomerizacion

Aparte de su funcién como receptores monoméricos, la literatura ha descrito la
existencia de oligdmeros de GPCRs. De hecho, la oligomerizacién es esencial para la
funcion de determinados GPCRs como los GPCRs de clase C (receptores GABA B,
mGlu y CaS entre otros), donde el homo- o heterodimero de GPCRs constituye la unidad
funcional®. Ello ha motivado el estudio de la oligomerizacién en GPCRs de clase A,
cuyos mondémeros pueden activar proteinas G y B-arrestinas confiriendo en este caso la
formacion de oligdmeros propiedades funcionales adicionales, alterando la afinidad por
ligando, induciendo sesgo o cambiando la especificidad por proteinas G*. Ello afiade un
nivel mas de complejidad al estudio de la sefalizacidon mediada por GPCRs, donde la
oligomerizacion permitiria establecer una comunicacion alostérica entre los receptores

donde un protémero se acoplaria a la proteina G heterotrimérica (subunidad
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sefalizadora), y el otro protdmero modificaria la funcion de la subunidad sefalizadora
(subunidad alostérica). Por ejemplo, se ha descrito que en heterémeros de receptores
de adenosina y dopamina A.A-D, la estimulaciéon del receptor de adenosina AA
disminuye la afinidad del receptor de dopamina D (D2R) por la dopamina, influyendo la
dimerizacion en el reconocimiento del ligando*°. Ademas, también se han reportado
cambios en el acoplamiento y selectividad de proteinas G dependientes de la
dimerizacion. Por ejemplo, el receptor de cannabinoides CB; monomeérico sefaliza por
Ga; (estimulando una disminucién en la producciéon de AMPc) mientras que cuando
forma heterodimeros con DR puede acoplarse a Gs, dando lugar al efecto contrario*'.
Algo parecido ocurre con los heterdmeros de receptores de dopamina e histamina D1-
Hs, donde también se da un cambio de acoplamiento de G; a Gs dependiente de la
dimerizacion“?. Asimismo, la dimerizacién también puede favorecer el acoplamiento de
un transductor sobre otro, dando lugar a un sesgo de la sefializacién. Por ejemplo, Liuy
colaboradores observaron que la oligomerizacidn del receptor del factor activador de
plaquetas inducia un sesgo hacia la activacién de proteinas G, aumentando la
senalizacién mediada por proteinas G y disminuyendo el reclutamiento de B-arrestina

en células HEK293 y COS-74.

Biogénesis Diversidad farmacolégica Internalizacion

Vesicula
de transporte

Reticulo
endoplasmatico
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Figura I.7.Funciones de la oligomerizacion en GPCRs. Se ha reportado un importante rol de la
oligomerizacién en biogénesis, en diversidad funcional al alterar la afinidad por ligando vy la
subsiguiente respuesta celulary en procesos de internalizacion del receptor. L= Ligando. Imagen

modificada de *2.

Ademas de en sefalizacion en membrana plasmatica, se ha descrito un papel de la
oligomerizacion en procesos como el trafico intracelular, participando en la biogénesis
de los GPCRs, facilitando su transporte desde el reticulo endoplasmatico a la
membrana plasmatica y regulando su internalizacion durante la endocitosis (Figura 1.7).
Por ejemplo, en GPCRs de clase C se sabe que para su llegada a membrana COPI se
acopla a un protdmero en el reticulo endoplasmatico y se libera cuando interacciona
con el otro protdmero**. Esto también se ha descrito para algunos GPCRs de clase A,
siendo la homodimerizacién del receptor dopaminérgico D, del receptor adrenérgico B2
o la heterodimerizacién de receptores ais-aip determinante para la exportacion del

receptor desde el reticulo endoplasmatico y su llegada a la superficie celular®2,

Si bien actualmente se acepta que los GPCRs de clase A también pueden formar
dimeros, su naturaleza transitoria y dinamica dificulta su caracterizacion y la
determinacion de su relevancia bioldgica, existiendo resultados contradictorios entre
laboratorios acerca de la formacion de oligdmeros de estos receptores. Esta
controversia en torno a la existencia y relevancia funcional de oligdmeros de GPCR se
debe en gran medida a la dificultad de establecer de manera inequivoca las
interacciones entre los receptores. Clasicamente, el estudio de la oligomerizacion se ha
basado en ensayos de co-inmunoprecipitacion, un método indirecto que implica la
extraccion de los receptores de las membranas y puede verse afectado por
interacciones con otras proteinas, y ensayos biofisicos de transferencia de energia de
resonancia (RET) en sistemas heterdlogos, con sobre-expresién del receptor y basados

en proximidad, no demostrando una interaccién directa“.

Segun los criterios establecidos por la Unidn Internacional de Farmacologia Basica y
Clinica (IUPHAR), la formacion de un dimero de GPCR requiere la interaccion fisica de

los receptores y no a través de proteinas adaptadoras siendo las funciones emergentes
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consecuencia directa de su interaccidon y no derivadas de un cruce de sefales
intracelulares. Ademas, debe demostrarse su existencia en tejidos y células nativas, asi
como observarse cambios funcionales cuando se elimina uno de los protédmeros en
animales para confirmar su relevancia fisiolégica®. Sin embargo, los mecanismos

alostéricos que rigen la formacion de estos complejos proteicos se desconocen.

En la literatura se han reportado estructuras cristalinas homodiméricas paralelas para
el receptor de rodopsina, el receptor de quimiocina CXCR4, receptores de adenosina,
receptores opioides o el receptor adrenérgico B+, observandose diferentes interfaces de
dimerizacién, distintas a las empleadas por GPCRs de clase C que requieren de la
forma dimérica para ejercer su funcién®'. Sin embargo, se desconoce si las interfaces
observadas son bioldgicas o son simplemente contactos necesarios para la formacién
del cristal, pudiendo las condiciones de cristalizacion o las altas concentraciones de
proteina empleadas favorecer la formacién de dimeros no fisioldgicos, no habiéndose
demostrado la existencia de ninguna de estas estructuras in vivo. Un estudio reciente
resolvié por crio-microscopia electronica de particula Unica (crio-ME) la estructura de
un dimero de rodopsina en nanodiscos, aunque para visualizar la interfaz de
dimerizaciéon fue necesario estabilizar estos complejos mediante entrecruzamiento
covalente®2. Posteriormente, se resolvié la estructura de un dimero del receptor de
apelina acoplado a una proteina G mediante crio-ME a una resolucién de 3,6 Ase,
apoyando la hipdtesis de una comunicacion alostérica dentro del dimero, donde sélo un
protdmero se acopla a la proteina transductora. Sin embargo, también se ha descrito el
acoplamiento simultaneo de dos proteinas G a un dimero en el receptor fungico Ste2

(GPCR de clase D), sugiriendo la existencia de mas de un mecanismo de sefializacion®.

Ademas, se ha propuesto que los GPCRs no sélo dimerizan, sino que pueden formar
oligdmeros de mayor orden, habiéndose descrito recientemente por crio-ME las
estructuras de trimeros y tetrameros del receptor de quimiocina CXCR4 en

detergente®.
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1.2 GPCRs como diana terapéutica

1.2.1 Relevancia farmacolodgica

Actualmente, mas de un 34 % de los farmacos aprobados por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia Europea del Medicamento (EMA) estan
dirigidos a GPCRs. Debido a su localizacion en membrana plasmatica y su amplia
distribucion y diversidad, los GPCRs se han constituido como clasicas dianas
terapéuticas para una gran variedad de enfermedades como la alergia, enfermedades
neuroldgicas, enfermedades cardiovasculares, tratamiento del dolor o diabetes entre
otras®®®’. Hasta 2020 se aprobaron mas de 500 farmacos para 107 GPCRs diferentes,
dirigidos especialmente a receptores aminérgicos (receptores de dopamina,
serotonina,histamina, acetilcolina, aminas intermedias, (nor)adrenalina) y opioides,

encontrandose 500 nuevos farmacos en fase de ensayo clinico®® (Figura 1.8).

Sin embargo, mas de la mitad de los GPCRs identificados aun no han sido explotados
terapéuticamente®®>°, Algunos ejemplos de farmacos conocidos son la cariprazina
(Vraylar®) que se une a D,R vy al receptor de dopamina D; (Ds;R) para tratar la
esquizofrenia, el naloxegol (Movantik®) y naldemedina (Symproic’) que se unen a
receptores p-opioides para combatir el estrenimiento, revefenacina (Yupelri®) indicado
para la enfermedad pulmonar obstructiva cronica que se une a receptores muscarinicos
de acetilcolina o el brexpripazol (rexulti’) que se usa como antidepresivo actuando a

través de receptores de serotonina 5HT,A, 5HT+A, 5HT; y D,R %6
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Figura 1.8.Dianas farmacologicas de GPCRs establecidas. En rojo se muestran dianas con

farmacos aprobados y en verde aquellas que presentan farmacos en fase de ensayo clinico.

Imagen modificada de®®.

1.2.2 Desafios y oportunidades en el desarrollo de farmacos dirigidos a
GPCRs

Desde un punto de vista farmacoldégico la complejidad inherente a la sefalizacion de
GPCRs dificulta el desarrollo de farmacos, siendo el principal cuello de botella la
traslacion de los resultados preclinicos obtenidos para un farmaco en el laboratorio a la

clinica, donde no presentan los efectos esperados. De hecho, sélo un 29 % de los
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farmacos consiguen superar la fase lll de ensayo clinico®?, lo que exige un conocimiento
mas profundo acerca de los mecanismos que subyacen a la sefalizacién mediada por

estos receptores.

Uno de los grandes desafios que presenta el desarrollo de fdrmacos para GPCRs es la
obtencion de farmacos selectivos, que actien exclusivamente sobre el receptor de
interés. Esto resulta especialmente complicado en ciertos subgrupos de GPCRs que
ademas de una alta similitud estructural comparten una alta conservacion a nivel de
secuencia, especialmente en el sitio de union a ligando, también conocido como sitio
ortostérico (OBS). Este es el caso de los receptores aminérgicos, diana farmacoldgica
del 25 % de los farmacos dirigidos a GPCRs, donde la alta conservacion en el OBS
favorece a nivel fisioldgico la interaccion promiscua de monoaminas enddgenas con
varios receptores de la familia y la subsiguiente activacion de sus rutas de
sefalizaciéon®-*3, Esta promiscuidad también es caracteristica de los farmacos dirigidos
frente a estos receptores (Figura 1.9), lo que ocasiona generalmente efectos

secundarios®.

Farmaco Receptores Enfermedad
Flibanserina 5-HT2a, 5-HT1a Transtorno hipoactivo de deseo sexual
Cariprazina D2,D3 Esquizofrenia
Aripiprazol 5-HT1a,5-HT24,D2 Esquizofrenia
Droxidopa ADB1-3,ADa2A-c,ADA1A,ADA1B,ADATD Hipotension
Pramipexol D2,D3 Enfermedad de Parkinson
Ropinirol D2,D3 Enfermedad de Parkinson

Figura 1.9.Promiscuidad de farmacos dirigidos a GPCRs aminérgicos.

Por ejemplo, varios farmacos antidepresivos y antipsicéticos cuya diana principal son
los receptores dopaminérgicos, también son antagonistas de los receptores a1l
adrenérgicos, lo que contribuye a efectos secundarios como la hipotensién
ortostatica®®. De manera similar, agonistas del receptor muscarinico M;, con un gran
potencial para tratar el deterioro cognitivo durante la neurodegeneracion, también se
unen inespecificamente a otros subtipos de receptores muscarinicos como M,y M3, lo
que deriva en la apariciéon de alteraciones gastrointestinales y cardiovasculares®®.

También existen casos en los que la interaccion promiscua resulta beneficiosa,
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habiéndose reportado que los antipsicoticos mas eficaces son aquellos que se dirigen a
multiples GPCRs®’. Sin embargo, la alta conservacion estructural y de secuencia en el
OBS de receptores aminérgicos hace que el diseno racional para ambos tipos de

farmacos sea complicado.

Por otro lado, ademas de actuar sobre el receptor de interés, la farmacologia persigue el
desarrollo de farmacos que actien sélo sobre la ruta que confiera los efectos
terapéuticos, evitando la activacién de otras cascadas de senalizacidn no deseadas que
puedan derivar en la aparicion de efectos secundarios. La capacidad de ciertos ligandos
de modular selectivamente la activacion de una u otra via de sefalizacion (agonismo
sesgado) puede ser aprovechada por farmacos para activar solo determinadas rutas de
sefalizacién (responsables de los efectos terapéuticos) sin alterar otras rutas no
deseadas. Por ejemplo, se ha demostrado en modelos celulares y animales que
ligandos del receptor de angiotensina 1 con sesgo hacia la B-arrestina (SlI-Angll, S1I8,
TRV023y TRV027) ofrecen beneficios cardiovasculares al bloquear la sefializacion de la
proteina G y mantener la sefalizacion de la B-arrestina®. Por otro lado, en el receptor
GPR109A los agonistas con sesgo hacia proteina G podrian ofrecer alternativas a la
niacina (farmaco actual en arteroesclerosis), reduciendo efectos secundarios como el
enrojecimiento, asociado a la sefializacion mediada por la B-arrestina en un modelo de
ratén®. Sin embargo, donde mas se ha estudiado los efectos del agonismo sesgado ha
sido en receptores opioides, donde estudios en animales y humanos sugieren que la
sefalizacion de la proteina G media principalmente la eficacia analgésica, mientras que
la sefnalizacidon de la B-arrestina interviene en muchos de los efectos adversos como
depresién respiratoria, estrefimiento, tolerancia o adiccién®. Esto ha derivado en los
ultimos anos al desarrollo de nuevos analgésicos como la oliceridina, aprobada en 2020
como Olynvik®, y compuestos como el PZM21 y el SR-17018 en fase preclinica, todos
descritos como agonistas selectivos de receptores P opioides y con sesgo a proteina
G’*71, Sin embargo, estudios posteriores han sugerido que sus efectos terapéuticos
vienen derivados de su accién como agonistas parciales, demostrando la complejidad
técnica de caracterizar el sesgo de un ligando de una manera precisa y reproducible’>72,
Recientemente, Daibani y colaboradores determinaron la estructura del receptor K

opioide acoplado a la nalfurafina (Remitch®), un farmaco aprobado en la clinica para el
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tratamiento del prurito urémico en individuos con enfermedad renal cronica en Japon.
Este farmaco se une selectivamente al receptor k opioide activando preferentemente la
via de la proteina G frente a la activacion de la B-arrestina’®. Sin embargo, la nalfurafina
no recibié la aprobacion de la EMA ni la FDA por falta de eficacia clinica, siendo el
traslado de los resultados obtenidos in vitro a la clinica el principal cuello de botella en
el desarrollo de farmacos. La determinacidn estructural, junto con las simulaciones de
dinamica molecular (MD) y ensayos funcionales pueden ayudar en la determinacion del
mecanismo del sesgo y desarrollo de farmacos mas eficaces. En los ultimos afos se
han resuelto diferentes estructuras de GPCRs unidas a agonistas con sesgo y
acoplados a proteinas G o B-arrestinas reportando diferentes regiones criticas para el
sesgo. Sin embargo, si estos mecanismos son comunes a todos los GPCRs o
especificos de receptor aun se desconoce, lo que dificulta el diseno racional de

farmacos con estas propiedades.

Por otra parte, el estudio de la oligomerizacion de GPCRs y su significancia funcional
también son de alto interés en la farmacologia, donde el desarrollo de farmacos podria
explorar la modulacion directa de la oligomerizacion o la seleccidn de oligdmeros con
propiedades farmacoldgicas Unicas. Esto ultimo permitiria, por ejemplo, desarrollar
farmacos que actien selectivamente sobre dimeros localizados en vias de
neurotransmisién especificas sin afectar a mondmeros presentes en otras vias de
neurotransmisién. Por ejemplo, en el tejido estriado “post-mortem” de pacientes con
esquizofrenia se ha descrito una expresion significativamente mayor de dimeros de D;R
y D3R con respecto a las especies monoméricas, sugiriendo que la regulacion de la
oligomerizacién es critica en la enfermedad’®.Por otro lado, Gomes y colaboradores
reportaron que el ligando CYM51010 induce la dimerizacién de receptores g y &
opioides, presentando el heterodimero un sesgo en la sefalizacién por proteina G,
responsable de los efectos analgésicos sin ocasionar los graves efectos secundarios

asociados a los opidceos clinicos convencionales en ratones’®.

Sin embargo, aun se desconocen los residuos especificos que conforman las interfaces
de los oligbmeros de GPCRs, existiendo actualmente sé6lo una estructura GPCR

dimérica acoplada a proteina G a alta resoluciéon®. Asimismo, la universalidad de la
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oligomerizacion y su regulacion por ligandos aun no estan claras, dificultando el disefio

racional de farmacos selectivos frente a estas especies oligoméricas.

1.3 Receptores de dopamina

Los receptores de dopamina forman parte del grupo de los receptores aminérgicos y
constituyen una de las familias de GPCRs mas estudiadas. Presentan como
neurotransmisor endégeno la dopamina y se expresan mayoritariamente en el sistema
nervioso central donde participan en una amplia variedad de funciones cerebrales
siendo su desregulacion asociada a la aparicidn de diversas enfermedades neuroldgicas
(Enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, transtorno bipolar, adiccién, sindrome de las
piernas inquietas...)”’. Existen 5 tipos de receptores dopaminérgicos (D+R, D2R, D;R, D4R
y DsR) que se clasifican en dos grandes grupos: D1 (D4R, DsR) y D, (D2R, D3R, D4R) en
funcién de sus propiedades farmacoldgicas y modulacion del AMPc””78, Los receptores
del grupo D, se localizan en regiones postsinapticas de neuronas dopaminérgicas y se
acoplan a proteinas Gs, estimulando la produccién de AMPc, que a su vez conduce a la
produccion de la proteina quinasa A, y a la transcripcidn en el nucleo. Por otro lado, los
receptores de clase D, se expresan en regiones pre- y postsinapticas a excepcion del
D4R que se localiza principalmente en retina y se acoplan a proteinas GaBy de la familia
Gio inhibiendo la formacion de AMPc y activando los canales de potasio (K*) a través del

dimero de Gy (Figura 1.10).

Sin embargo, estos receptores también pueden sefializar por vias independientes a la
generacion de AMPc. Por ejemplo, se ha demostrado que los receptores de clase D1 son
capaces de acoplarse alternativamente a Ga,’®, promoviendo la sefalizacién por Ca?'.
También se ha descrito para D2;R y D3R la activacién de mecanismos de senalizacion
mediados por B-arrestina 2, independientes de proteinas G sefalizando a través de la
proteina quinasa B y la glucégeno sintasa quinasa 3”’. Ademas, se ha reportado que D/R
y DR pueden interactuar directamente con canales de Ca?*®° y la ATPasa Na*/K*®'. La
activacion de receptores dopaminérgicos también puede promover la activacion de

otros receptores (transactivacion), observandose una activacion cruzada de receptores
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de tirosina quinasa. Algunos ejemplos son la transactivacion del receptor del factor de
crecimiento 1 similar a la insulina mediada por D2R y D3R®2 el receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas B activado por D4R® o el receptor del factor de

crecimiento epidérmico activado por D1Ry D,R®4.

Dopamina
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Figura 1.10.Sefalizaciéon mediada por los receptores de dopamina. Imagen modificada de®.

Al igual que para otros GPCRs, la literatura también recoge la formacion de dimeros
entre receptores dopaminérgicos, pudiendo asociarse entre ellos formando homo- y
heterodimeros modificando la dimerizacién las propiedades y funciones de los
monodmeros**¢, Ademads, se ha descrito la dimerizacion de receptores dopaminérgicos,
especialmente del D2R, con otros GPCRs que incluyen receptores de adenosina (con
D1R, D2R y D3R), serotoninérgicos, adrenérgicos (con D4R), de glutamato tipo NMDA
(con D:R y D+R), de gastrina, de neurotensina (con D:R y D;sR), de oxitocina, de
cannabinoides, de opioides (con D4R), de histamina (con DR y D;R), de acetilcolina (con
D2:R y D;R), de somatostatina y de aminas intermedias, observandose una diversidad de

respuestas celulares y afadiendo un nivel mas de complejidad al estudio de la
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sefalizaciéon de estos receptores®’. Sin embargo, existen discrepancias significativas
sobre la formacidn y funcion de algunos de estos dimeros, habiéndose demostrado la
mayoria a través de ensayos RET y co-inmunoprecipitacion. Por ejemplo, se ha sugerido
que el heterodimero D:-D. puede sefalizar a través de la Ga,®® (Figura 1.10) y
aumentar la expresion del receptor del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
en neuronas estriatales®. Sin embargo, otro estudio a través de ensayos de
inmunohistoquimica y ensayos de proximidad en el estriado ventral de roedores y
primates mostré que estos receptores no co-localizan, cuestionando la existencia o

relevancia funcional de estos heterémeros®’.

1.3.1 Receptor de dopamina 3

EL D3R se clondé en 1990 y pertenece a la familia de receptores tipo D,%. Se han descrito
al menos siete isoformas distintas del D3R generadas mediante empalme alternativo del
ARN mensajero de las cuales solo el D;R completo y una isoforma mas corta (DsS), con
21 aminodcidos menos en el ICL3 reportada en ratén, unen dopamina. Del resto, la
mejor caracterizada es la isoforma D3nf que carece de las TM6 y TM7 debido a una
delecion de 98 pares de bases en el gen DRD3. Sin embargo, su conservaciéon en
roedores, primates y humanos sugiere que desempefia una importante funcion

biolégica® 4,

A nivel estructural, el D;R comparte la tipica arquitectura de 7 TMs de los GPCRs,
siendo su estructura resuelta por primera vez en 2010, en estado inactivo®. La
dopamina se une al D3R con una afinidad mas de 100 veces superior a la que se une a
DR o D/R®%, lo que sugiere un importante papel del D3R en la fisiologia del cerebro. De
hecho, participa en una gran variedad de funciones cerebrales, incluyendo la actividad
motora, las emociones, la memoria y los mecanismos de recompensa’s. Ademas,
presenta una expresion restringida en el cerebro, encontrandose principalmente en el
cuerpo estriado ventral y en otras areas limbicas, donde actia como autorreceptor
presinaptico y receptor postsinaptico, lo que lo diferencia del resto de receptores de

dopamina, excepto del D,R con quien ademas presenta una alta homologia de
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secuencia (78% de homologia de secuencia en dominios transmembranay del 100% en
el sitio de unién a dopamina) (Figura 1.11)°”%8, Sin embargo, su localizacion diferencial®y
sus diferentes propiedades de sefalizacién indican que, a pesar de su alto parecido
estructural y de secuencia, D2R y D3R presentan roles funcionales unicos en el cerebro.
Asi, si bien el D;R comparte la mayoria de las vias de sefalizacion con el D;R, siendo
capaz de senalizar tanto por la via de las proteinas Gio como por B-arrestina 2, su
senalizacion es de 2 a 5 veces menos eficiente que la del D,R. Ademas, se ha descrito
gue D3R se acopla preferentemente a Go frente a G, no existiendo esa selectividad por
proteina Gyo en D,R'™. Por otro lado, ambos receptores también presentan
mecanismos de desensibilizacién diferentes, observdandose una pronunciada
internalizacion de D,R dependiente de GRK/B-arrestina 2 mientras que la
desensibilizacion del D;R parece seguir una via alternativa, observandose una

desensibilizacién heteréloga mediada por la proteina quinasa C .

T™1  Similitud de secuencia
D2R vs D3R

@ Alta conservacion
@ Baja conservacion

Figura 1.11.Conservacion de secuencia entre DR y D;R. Se muestra la estructura de D3R con
un cédigo de colores que responde a la conservacion de secuencia con el D,R. En morado se
muestran regiones altamente conservadas entre ambos receptores y en turquesa regiones con
una mayor diversidad de secuencia. La region en amarillo muestra el OBS, donde se une la

dopamina.

Farmacolégicamente, el D3R se postula como una interesante diana terapéutica para el
tratamiento de diversas enfermedades neuroldgicas. Por ejemplo, su localizacién clave

en el sistema limbico ha establecido al D;R como principal diana terapéutica para tratar
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la adiccion™?. Por otro lado, antipsicéticos actualmente utilizados para el tratamiento
de la esquizofrenia actian como antagonistas de DR y D3R, dificultando su alta
homologia estructural y de secuencia la distincion farmacoldgica entre ambos
receptores’®. Estudios en cerebros “post-mortem” de pacientes con esquizofrenia han
demostrado que los niveles de D3R estan elevados en ciertas regiones del cerebro y que
la formacién de homodimeros de D3R podria estar asociada a la patogénesis de esta
enfermedad’®. D,R y D3R también se han establecido como clasicas dianas terapéuticas
en la enfermedad del Parkinson, donde el suministro de farmacos agonistas
(pramipexol, rotigotina, apomorfina) con levodopa constituye actualmente el principal
tratamiento’4"%, Aunque se unen a ambos receptores, la mayoria de estos farmacos
estimulan preferentemente al D;R. En 2021 se resolvié por primera vez la estructura del
DsR en estado activo y unido al pramipexol mostrando la union del farmaco en el OBS,
compartido por el D,R'. En concreto, la activaciéon de D;R se ha asociado a efectos
neurotréficos y neuroprotectores en neuronas dopaminérgicas, promoviendo el
aumento en la concentracion de dopamina, una disminucién de la acumulacién de a-
sinucleina, un aumento en la secrecién de BDNF, una mejora de la neuroinflamacion, un

alivio del estrés oxidativo, y favoreciendo la neurogénesis™%.

1.4 Objetivos

La senalizacién a través de GPCRs se presenta como un proceso dinamico, complejo y
altamente regulado. Comprender las bases de los mecanismos moleculares que
subyacen a la activacion y senalizacion de los GPCRs y como diferentes factores como
el agonismo sesgado o la oligomerizacion pueden modularla resulta crucial para
entender el funcionamiento y la fisiologia de esta importante familia de receptores.
Ademas, este conocimiento puede ayudar al desarrollo racional de nuevos farmacos

mejorados. En este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo-1. Comprender desde un punto de vista estructural y funcional los

mecanismos subyacentes a la selectividad de nuevos farmacos selectivos para el D;R.
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Objetivo-2. Entender las bases moleculares que rigen el acoplamiento preferencial del

D3R a proteina Go frente a G; desde un punto de vista estructural y funcional.

Objetivo-3. Comprender las bases moleculares que rigen el sesgo de proteinas G y B-

arrestinas en el D3R y establecer un mecanismo de sesgo.

Objetivo-4. Desarrollar nanoanticuerpos especificos de DzR como herramientas para

estudiar a nivel estructural y/o funcional el D;R y sus mecanismos de sefializacion.

Objetivo-5. Establecer un sistema para la determinaciéon inequivoca de la

oligomerizacion en GPCRs.
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2.1 Clonaje molecular

2.1.1 Ensamblaje in vivo

Todos los constructos generados en este trabajo se obtuvieron utilizando la técnica de
clonaje de ensamblaje de ADN in vivo'%®1%°, Esta técnica permite la recombinacién de
fragmentos de ADN lineales a través de regiones terminales homdélogas en Escherichia
coli. El clonaje basado en la recombinacién homologa presenta multitud de ventajas ya
gue no deja marcas en el fragmento de ADN y es independiente de la secuencia y
direccional'®%, Ademads, al contrario que otras técnicas de recombinacién homdloga
in vivo que requieren de cepas que expresen enzimas recombinantes especificas como
Rec-A o fago recombinasas Red-ET, esta técnica se aprovecha de una via de
recombinacion presente en multitud de cepas de Escherichia coli utilizadas en el
laboratorio’®1%°, Existen otras técnicas de clonaje basadas en la recombinacion
homdloga de fragmentos in vitro (ensamblaje Gibson, “In-Fusion”), sin embargo, éstas
requieren una gran cantidad de pasos y reactivos para permitir la recombinacion

exodgena en el tubo de ensayo.

Para incorporar las secuencias homologas a los fragmentos de ADN se disenaron genes
sintéticos (fragmentos de ADN lineal bicatenario) con las regiones de homologia ya
incluidas o se introdujeron con cebadores mediante amplificacién por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, todos los procedimientos de clonaje
(insercion, delecion, mutagénesis y sub-clonaje) requirieron del diseno de cebadores
con una region 3' que hibridase con el ADN molde (regién de unién al ADN molde) y una

region 5' homaéloga para permitir la posterior recombinacion in vivo (Figura 11.12).
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Figura 11.12. Disefio de cebadores para la técnica de ensamblaje de ADN in vivo. A)
Subclonaje. B) Insercion. C) Delecion. D) Mutagénesis. FOI hace referencia al fragmento de ADN

de interés. Imagen modificada de’"°.

Para eliminar el ADN parental, se realizé un tratamiento con la enzima Dpnl durante 15
minutos a 37°C y se transformaron células Escherichia coli XL-10 Gold® por choque
térmico a 42°C. En la bacteria, exonucleasas monocatenarias endégenas convierten los
extremos a ADN monocatenario, permitiendo el reconocimiento y recombinacién de las
regiones de homologia sin necesidad de afiadir reactivos adicionales™®%, Como
resultado, cada colonia contiene copias de un unico plasmido que puede ser extraido y
purificado para su secuenciacioén. Para la purificacién del ADN plasmidico se utilizé un
kit de Miniprep (NZYTech) siguiendo las instrucciones del fabricante y el eluato
resultante se mando a secuenciar (Macrogen) para confirmar la secuencia de ADN. Un

protocolo general del proceso de clonaje se describe en la figura 11.13.
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NN Fol (Gen sintético o PCR™)

plasmido | Plasmido (Enzimas de restriccién o PCR™)

PCR™ Transformacion
(choque térmico) — \

Solucién de PCR (25 pl) Termociclador Gel de agarosa
Digestion con Dpnl ~

&7 = -

Seleccion de plasmido,

1 pl polimerasa (HF-Phusion ©) 18 ciclos cge .z ot s g
amplificacién y purificacion

250 M de cada dNTP (Elongacién final 10 min, 72°C) P y.p

1M betaina, 5% DMSO P

1 ng/pl ADN molde Ensamblaje in vivo

200 pM cebadores

Figura Il. 13. Protocolo estandar para el clonaje molecular por recombinacion in vivo. Los
fragmentos de ADN con las regiones de homologia (generados a través de PCR o en forma de
genes sintéticos) se transforman por choque térmico en Escherichia coli, donde tiene lugar el
ensamblaje de ADN. Las colonias resultantes se crecen, purificando el ADN plasmidico y
procediendo a su secuenciacion. "' Hace referencia a las condiciones de PCR que se utilizaron
para todos los constructos derivados de PCR. FOI: Fragmento de interés. Figura modificada

de771

2.1.2 Generacion de constructos

Para la generacion de baculovirus recombinantes (seccion 2.2), los genes sintéticos
(Twist Bioscience) del D3R (L119%4'W) humano y de la subunidad Gaox humana (S47N,
G204A, E246A, M249K y A326S) se clonaron en el pBacPak8. Para el D3R se disend un
gen sintético con una secuencia sefal de hemaglutinina (HASS) al inicio del gen, para
favorecer su trafico hacia la membrana plasmatica. Para permitir su purificacion del
resto de componentes celulares se fusionaron etiquetas de FLAG e histidinas a los
constructos, asi como un sitio de reconocimiento y corte para proteasas TEV o 3C.
Ademas, se fusiond en el extremo amino terminal una proteina fluorescente verde
(eGFP), permitiendo la evaluacion de su expresion mediante microscopia de
fluorescencia. Con el fin de mejorar la estabilidad y expresion del D3R, se introdujo
inicialmente la mutacion L119%4'"W en el receptor, siendo esta variante utilizada en
otros estudios estructurales previos®. Adicionalmente, se generaron variantes del

constructo D3R sin la etiqueta de histidinas y en su forma salvaje (WT) (Figura 1.14).
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L119%4W
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L11934\w L11934wW
DsRL119°“'W  [HASSFLAG 10xHis| €GFP sitio3C DR | |[HASSFLAG eGFP sitio3C D,R | Capitulo3
(gen sintético)
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S47N, G204A, E246A, M249K A326S
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GB, | 8xHis sitio TEV GB, | capitulos3y4

C68S

WT

scFv1é | gp67 scFv16 8xHis| Capitulo3 —>[  scFvi6 | Capitulo4

Figura Il. 14. Constructos clonados en pBacPak8 para la generacion de baculovirus
recombinantes. Las diferentes variantes se generaron por la técnica de ensamblaje de ADN in
vivo. Para cada una de ellas se indica el capitulo o capitulos de este trabajo en las que se

utilizan. La variante D;R-AICL3 era un constructo ya presente en el laboratorio.

Por otro lado, se disefid un gen sintético para la subunidad Gaon modificada,
incorporando mutaciones que disminuyen la afinidad por nucleétido de la Ga, limitando
la disociacion del complejo heterotrimérico y el receptor mejorando asi la estabilidad
del complejo GPCR:GaBy. Este tipo de proteinas G, denominadas dominantes
negativas, son herramientas ampliamente utilizadas para la determinacién estructural
de GPCRs en estado activo'? Los baculovirus de GB4, Gy. (C68S) y scFv16 fueron
proporcionados por el laboratorio de Christopher G. Tate. El scFv16 se une a la interfaz
establecida entre las subunidades Gaioy GB, ayudando a mejorar la estabilidad del
trimero™3. Este constructo se encontraba fusionado a una etiqueta de histidinas y a un
péptido sefial (gp67) forzando la secrecion del scFv16 al medio celular. Por
procedimientos de delecidn, se elimind el péptido sefal y la etiqueta de histidinas en el
scFv16 generando una variante de expresion intracelular (Figura I1.14). Por otro lado, la

mutacion C68S en Gy2 crea una forma soluble del complejo GBy. al impedir la
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geranilgeranilacion en la cisteina para su localizacién en membrana'*. Por mutagénesis
dirigida se revirtid la mutacién consiguiendo su forma WT. Detalles sobre los
baculovirus recombinantes utilizados en cada capitulo pueden encontrarse en la figura

I1.14.

Para los ensayos en células HEK293T (seccién 2.3 y 2.7), los genes sintéticos (Gene
Twist Bioscience) del D3R humano y del D:R (HASS-FLAG-eGFP-3C-D2R) humano se
sub-clonaron en el vector pcDNA4/TO, sobre los que se realizaron todos los mutantes.
Por otro lado, para visualizar las vesiculas HEK293T con los receptores D;R y D,R
mediante crio-microscopia electrénica, se disefiaron genes sintéticos del D;R humanoy
del D.R humano fusionados en su extremo amino terminal a una o dos metalotioneinas
(MTH) (HASS-FLAG-eGFP-MTH-receptor) y se clonaron en el vector pcDNA4/TO. Las
metalotioneinas son metaloproteinas capaces de aceptar entre 20 y 30 4tomos de oro,

proporcionando un alto contraste en microscopia electrénica>"",

2.2 Produccion de GPCRs y complejos de GPCRs para determinacion

estructural

La expresion y purificacion de GPCRs funcionales y homogéneos en cantidades
suficientes constituye uno de los principales cuellos de botella para la determinacion
estructural de estos receptores. Para mantener la funcionalidad del receptor se
requieren sistemas de expresién eucariota que garanticen el correcto plegamiento y la
presencia de las modificaciones postraduccionales necesarias'®. El sistema de
expresion por baculovirus es el utilizado por excelencia para la expresion de GPCRs, ya
gue permite obtener altos niveles de expresién a bajo coste manteniendo la
funcionalidad del receptor''®. Ademas, los GPCRs se pueden co-expresar con proteinas
G en células de insecto favoreciendo la fomacidn del complejo in situ, aumentando la

estabilidad del complejo heterotrimérico con el receptor.

En este trabajo se ha utilizado el sistema de expresion de baculovirus en células de

insecto para la produccién tanto de receptores aislados como complejos de GPCRs
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unidos a un heterotrimero de proteinas G. Todos los baculovirus recombinantes
generados se han obtenido utilizando el sistema FlashBAC™ ULTRA (Oxford Expression
Technologies) en células de insecto Spodoptera frugiperda (Sf9), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La recombinaciéon de las secuencias homoélogas en las
células de insecto permite la insercion del fragmento de ADN de interés bajo el control
del promotor de la polihedrina (un promotor fuerte), y restaura la funcién del gen
ORF1629, esencial para la replicacion, permitiendo que el ADN viral se replique y

produzca baculovirus recombinantes a altos niveles (Figura 11.15).

ey
< \103‘“ 91610
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Vector de transferencia
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Virus recombinante

[ [ o [ e |

Figura 1.15. Sistema de expresion de baculovirus FlashBAC™ ULTRA. Implica la co-
transfeccién (proporcion 1:1) de ADN lineal de un baculovirus (Autographa californica),
genéticamente modificado para impedir su replicacién viral, junto con un plasmido de
transferencia (en este trabajo pBacPak8) que contiene el fragmento de ADN de interés

flanqueado por las regiones de homologia. Figura modificada de’’®.

Tras generar un titulo elevado de virus, las células de insecto en fase de crecimiento
logaritmico se infectaron con los baculovirus recombinantes para estimular la
produccion de proteinas. Para la expresion de proteinas se utilizaron células
Trichoplusia ni (Tni) ya que este tipo celular presenta mayores niveles de expresion de
proteina que las células Sf9'?°. Tras 48 h, las células se recogieron por centrifugacion

(700 g, 10 minutos) y se congelaron en nitrégeno liquido hasta su uso.
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Para la lisis celular y solubilizacién, se requiere de la extracciéon de las membranas de
los receptores o sus complejos con proteinas G heterotriméricas sin comprometer su
estructura y funcion. Debido a su naturaleza anfipatica, los detergentes permiten la
extraccion de proteinas de membrana insertandose en la bicapa lipidica y formando
micelas, evitando asi la desnaturalizacion y agregacion del receptor''. En este trabajo,
las muestras se purificaron en presencia de detergente y utilizando cromatografia de
afinidad en columna con resina TALON. El cobalto de la resina se une especificamente a
etiquetas de histidinas, permitiendo la purificacion de constructos fusionados a esta
etiqueta. El imidazol compite con las histidinas por la unién al cobalto de la resina,
permitiendo la elucién de la proteina de interés. Como paso final de purificacion, se
empled cromatografia de exclusién molecular, permitiendo aislar por tamano la
proteina de interés. La pureza de la muestra obtenida se verific6 mediante electroforesis

en gel (seccion 2.5.1).

2.2.1 Mantenimiento de cultivos celulares

Las células de insecto Sf9 y Tni se cultivaron en suspension a 29°C en medio ESF921
(Oxford Expression Systems). Los cultivos se mantuvieron en un incubador no
humidificado con agitacién orbital a 180 rpm. Los pases celulares se realizaron cada 48

h, de una densidad celular de 2-3 millones de células/ml a 0,5 millones de células/ml.

2.2.2 Expresion y purificacion del complejo DsR:GaBy:scFv16 unido a ligando

bitépico FOB02-04A

Se co-infectaron células Tni (2-3 millones de células/ml) con baculovirus de D3R
(HASS-FLAG-eGFP-3C-D3R L3*4'W), Gaoa dominante negativa, 8xHis-GB+ y Gy, (C68S)
(relacién 1:1:1:1) al 3 % para cada baculovirus y se incubaron a 29°C durante 48 h. A
continuacion, las células se recogieron y congelaron en nitrdgeno liquido
almacenandose a -80°C hasta su uso. Para favorecer la formacion del complejo in situ,

las células se incubaron con 10 uM de FOB02-04A en 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM
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NaCl, 10 % de glicerol, 20 mU/mL de apirasa y cdctel de inhibidores de proteasas
durante 30 minutos a 4°C y seguidamente se solubilizaron con el detergente lauril
maltosa neopentil glicol 0,5% (p/v) (LMNG, Anatrace) suplementado con 0,071% (p/v)
de colesterol hemisuccinato (MP Biomedicals™) a 4°C durante 1 h. La muestra se
centrifugd para eliminar los restos celulares (3.990 g, 30 minutos) y el sobrenadante se
incubd con resina TALON Superflow (GE Healthcare Life Sciences) a 4°C hasta el dia
siguiente. A continuacioén, la resina se lavo con 20 volumenes de columna (VC) de 20
mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol, 0,007:0,001% LMNG/CHS, 10 uM
FOB02-04A y 5 mM de imidazol, seguidos de 20 CV del mismo tampén con 20 mM de
imidazol. La muestra se eluyé con 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % de
glicerol, LMNG 0,003%, 10 uM FOBO02-04A y 250 mM imidazol. A continuacién, el
complejo se concentré e incubd con scFv16 puro en una proporciéon molar de 1:1,1
(FOB02-04A:DsR:GaBy: scFv16) a 4°C durante 30 minutos. El complejo multiproteico
resultante se purific6 con una columna Superosa 6 Increase 10/300 GL (Cytiva)
equilibrada en 20 mM HEPES pH 7,5, 25 mM NaCl, 0,003:0,0004% LMNG/CHS y 10 uM
FOBO02-04A. La pureza se verificO mediante analisis de fluorescencia en geles “stain
free” (seccidn 2.5.1) con un Chemidoc. La proteina pura se concentré a 2,8 mg/mly se

anadio el ligando FOB02-04A hasta una concentracion final de 50 pM.

2.2.3 Expresion y purificacion de los complejos D;R:GaBy:scFv16 unido a

ligando bitépico AB04-88 y SK-609

Se co-infectaron células Tni (2-3 millones de células/ml) con baculovirus de D3R
(HASS-FLAG-eGFP-3C-D3R WT), Gaoca dominante negativa, 8xHis-GB1, Gy, y scFv16
(relacién 1:1:1:1:1) al 3 % cada baculovirus y se incubaron a 29°C durante 48 h. A
continuacion, el sedimento celular se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -
80°C hasta su uso. Como paso previo a la lisis celular, las células se incubaron con 10
UM de ligando AB04-88 o SK-609 en 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % de
glicerol, 20 mU/mL de apirasay coctel de inhibidores de proteasas durante 30 minutos
a 4°C para favorecer la fomacién del complejo del receptor con el heterotrimero de

proteinas G y el scFv16. Para la solubilizacién, se afnadio LMNG al 0,5% (p/v)
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suplementado con CHS al 0,071% (p/v) y se dejé incubar a 4°C durante 1 h. La
suspension se centrifugd (3.990 g, 30 minutos) y el sobrenadante se incubé con resina
TALON Superflow (GE Healthcare Life Sciences) a 4°C. Al dia siguiente, la resina se lavo
con 20 VC de 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol, 0,007:0,001%
LMNG/CHS, 10 pM de ligando y 5 mM de imidazol, seguidos de 20 VC del mismo
tampoén con 20 mM de imidazol. La muestra se eluydé con 20 mM HEPES pH 7,5, 150
mM NaCl, 10 % de glicerol, LMNG 0,003%, 10 pyM de ligando y 250 mM imidazol. A
continuacion, el complejo se concentro e incubd a 4°C durante 30 minutos con scFv16
puro en una proporcién molar de 8:1 (D;R-GaPy:scFv16) para garantizar la presencia y
unién de scFv16 en los complejos de D3R-GaBy:scFv16. La muestra se purificd con una
columna Superosa 6 Increase 10/300 GL (Cytiva) equilibrada en 20 mM HEPES pH 7,5,
25 mM NacCl, 0,003:0,0004% LMNG/CHS y 10 uM de ligando. La pureza de la muestra
se verificd mediante analisis de fluorescencia en geles “stain free” (seccion 2.5.1) con
un Chemidoc. La proteina pura se concentré a 2,3 mg/ml y se saturdé con 40 uM de

ligando (AB04-88 0 SK-609).

2.2.4 Expresion y purificacion de dimeros de D3R unidos a ligando bivalente

Cc13

Se infectaron células Tni (2-3 millones de células/ml) al 3 % con el baculovirus de D3;R
(HASS-FLAG-10xHis-eGFP-3C-D;R WT) y tras 48 h el sedimento celular se recogié e
incubé con 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol y coctel de
inhibidores de proteasas con 5 yM de ligando bivalente C13 durante 30 minutos a 4°C.
Para la lisis celular, se utilizé LMNG 0,5% (p/v) suplementado con 0,071% (p/v) de CHS
a 4°C durante 1 h. A continuacion, la muestra se centrifugd a 3.990 g durante 30
minutos y el sobrenadante se incubd con resina TALON Superflow (GE Healthcare Life
Sciences) durante 4 h a 4°C. Tras dos pasos de lavado con 20 mM HEPES pH 7,5, 150
mM de NaCl, 10 % de glicerol, 1 uM de ligando bivalente C13 y 0,007:0,001%
LMNG/CHS con 5 mM y 20 mM de imidazol (40 VC), la muestra se eluyé en 20 mM
HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol, 1 uM de ligando bivalente C13,
0,003:0,0004% LMNG/CHS y 250 mM de imidazol. La muestra concentrada se cargo en

62



Capitulo Il. METODOLOGIA. FUNDAMENTOS TEORICOS Y PROTOCOLOS

una columna Superosa 10/300 GL (Cytiva) equilibrada con 20 mM HEPES pH 7,5, 25
mM NaCl, 0,003:0,0004% LMNG/CHS y 1 uM de ligando bivalente C13. La
superposicién de varios picos en el cromatograma dificultdé la identificacién de la
especie dimérica, por lo que las fracciones resultantes se incubaron con proteasa pura
10xHis-3C (proporcion molar 1:10, proteasa:Ds;R) durante 4 h a 4°C. A continuacion, la
muestra se cargd en una columna de niquel (Cytiva) equilibrada en 20 mM HEPES pH
7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol, LMNG 0,003% y 5 uM de ligando bivalente C13. Al
perder la etiqueta de histidinas tras el corte con la proteasa, s6lo la 10xHis-3C
interacciond con la columna, eluyendo el D3R en el sobrenadante (purificacion
negativa). La pureza y la presencia de dimero en solucién se verificaron por
electroforesis en gel nativo (seccion 2.5.2). La muestra se concentrd y la proteina pura

(1,173 mg/ml) se almacené a -80°C hasta su uso.

2.2.5 Generacion de proteoliposomas de D3R

2.2.5.1 Expresion y purificacion del D;R en detergente

Se infectaron células Tni (2-3 millones de células/ml) al 3 % con el baculovirus de D3;R
(HASS-FLAG-10xHis-eGFP-3C-D3;R WT) y tras 48 h se recogié y congelé en nitrégeno
liquido el sedimento celular. Las células se solubilizaron con el detergente Dodecil-
Beta-Maltdsido 0,5% (p/v) (DDM, Anatrace) suplementado con 0,071% (p/v) de CHS en
20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl y cdctel de inhibidores de proteasas. La muestra
clarificada (3.990 g, 30 minutos) se incubd con resina TALON Superflow (GE Healthcare
Life Sciences) a 4°C hasta el dia siguiente. Tras realizar dos pasos de lavado con 20 VC
de HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 0,03:0,004% DDM/CHS con 5 mMy 20 mM de
imidazol respectivamente, la muestra se eluy6 en 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NacCl,
10 % de glicerol, DDM 0,03% y 250 mM de imidazol. La muestra concentrada se cargd
en una columna Superosa 10/300 GL (Cytiva) equilibrada en 20 mM HEPES pH 7,5, 25
mM NaCl, 0,003:0,0004% DDM/CHS. La pureza se verifico mediante analisis de
fluorescencia en geles “stain free” (seccién 2.5.1) con un Chemidoc. La proteina pura

(1,2 mg/ml) se almacend a -80°C hasta su uso.
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2.2.5.2 Preparacion de liposomas

Para la preparacion de liposomas, se utilizé el método por hidratacion en capa fina'?.
Lipidos de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) se disolvieron en cloroformo
(31,8 mM) y 125 pl se sometieron a evaporacion en un rotavapor a 50°C. Tras la
evaporacion del disolvente, los lipidos se hidrataron en 50 mM Tris y 200 mM NaCl
favoreciendo la formacidn espontanea de los liposomas. A continuacién, los liposomas
de DOPC (2mM) se sometieron a 5 ciclos de congelacion-descongelacién en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso posterior.

2.2.5.3 Reconstitucién del D3R en liposomas y purificacion de proteoliposomas

Los liposomas de DOPC se incubaron a temperatura ambiente con detergente DDM
(proporcion molar 1:1). Tras 3 h, los liposomas se sometieron a un proceso de extrusion
de 30 ciclos en el que la mezcla lipidica se pasé repetidamente por un mini extrusor
(Avanti Polar Lipids) con un filtro de policarbonato de 200 nm, para conseguir su
homogeneizacién y unilameridad. Seguidamente, el D3;R purificado en DDM (seccién
2.2.5.1) se incubo con la mezcla lipidica (proporcion molar 1:50, D;R:DOPC) durante 1 h
a 4°C. Para eliminar el detergente, la muestra se incubé dos veces con Bio-Beads®SM
(Biorad) (proporcion en peso 10:1, adsorbente:DDM ) durante 1 hy 30 minutos a 4°C. A
continuacion, la muestra se incub6 con resina TALON Superflow (GE Healthcare Life
Sciences) durante 1 h a 4°C para aislar los proteoliposomas de los liposomas vacios.
Tras dos pasos de lavado con 50 mM Tris pH 7,5, 200 mM de NaCl con 5 mMy 20 mM
de imidazol (40 VC), la muestra se eluyé en 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCly 250 mM
de imidazol. Los proteoliposomas se recuperaron por centrifugacion (21.000 g, 45

minutos) y se resuspendieron en 50 mM Trisy 150 mM de NaCl.
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2.3 Produccion de vesiculas con D3R derivadas de células HEK293T

para determinacion estructural

Las vesiculas gigantes derivadas de la membrana plasmatica (GMPVs) carecen de
citoesqueleto y son representativas de la composicién nativa y organizacion de la
membrana plasmatica''25, permitiendo la transfeccién de D3R en células HEK293T y

la formacion de vesiculas de membrana el estudio del receptor en un sistema nativo.

2.3.1 Mantenimiento de cultivos celulares

Las células HEK293T se cultivaron en adherencia con medio DMEM con 10 % (v/v) de
suero bovino fetal, suplementado con 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina y se incubaron a 37°C en un incubador humidificado con un 5% de CO..

Los pases celulares se realizaron cada 48 h, con diluciones 1/5.

2.3.2 Generacion de GMPVs con D3R

Se transfectaron de manera transitoria células HEK293T (2-3 millones de células/ml) en
un flask T75 con el constructo de D3R fusionado a MTH (HASS-FLAG-eGFP-MTH-D;R
WT). La polietilamina (PEI) se utilizé6 como agente de transfeccion en proporcion 2:1 (PEI
MAX®: ADN) y se incubé a 37°C y 5 % de CO.. Pasadas 48 h desde la transfeccion, las
células se lavaron por duplicado con un tampén fosfato salino 1X (PBS) hipoténico (1,06
mM KH;PO,, 2,97 mM Na,HPO, y 155 mM NaCl) diluido al 30 % con agua ultrapura
milliQ® estéril. A continuacién, las células se incubaron con un tampdén hiperosmético
(200 mM NaCl, 5 mM KCL, 0,5 mM MgCl,, 0,75 mM CaCl,, 100 mM bicina pH 8,5) a
37°C y 5 % de CO, hasta el dia siguiente para la generacién de vesiculas. Este método
de vesiculacidn utiliza un lavado hipoténico, seguido de una incubaciéon con un tampon
osmotico que estresa las células para que produzcan vesiculas (de 5 a 25 ym de
tamano) sin llegar a su ruptura®. A continuacion, se recogié el sobrenadante y se

centrifugd para eliminar los restos celulares (200 g, 10 minutos).
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2.3.3 Marcaje de MTH y recogida de vesiculas

El sobrenadante con los GMPVs se trat6 durante 15 minutos en oscuridad con 1 mM de
AuCl para permitir el marcaje de la MTH. La incorporacién del oro genera un alto
contraste en el microscopio electrénico, permitiendo detectar un Unico receptor entre el
material biolégico que se encuentra en las membranas celulares'®'?’. A continuacion,
la muestra se sometié a un proceso de extrusion de 30 ciclos con un mini extrusor
(Avanti Polar lipids) utilizando un filtro de 200 nm para homogeneizarlas y permitir su
entrada en la rejilla de microscopia. La muestra extruida se centrifugé por duplicado
(21.000 g, 45 minutos) y el sedimento celular se resuspendié en 10-20 pl para la

preparacion de rejillas de crio-microscopia electronica.

2.4 Produccion de nanoanticuerpos especificos a DsR

El proceso de descubrimiento y producciéon de nanoanticuerpos comprende la
preparacion del inmundgeno, inmunizacion de la llama, obtencion de los clones de
nanoanticuerpos generados y su seleccioén, cribado y validacién'?®. El proceso de
inmunizacién y cribado de los nanoanticuerpos fue realizado por Alison Lundqvist en el

centro de Biologia Estructural VIV-VUB (INSTRUCT-ERIC, Bélgica)'*.

2.4.1 Expresion y purificacion del D;R-AICL3

Para la inmunizacion de la llama, se purificé en detergente LMNG el constructo D;R-
AICL3 (HASS-D;R L*4'"W AICL3-GGG-TEV-eGFP-10xHis). Seguin lo descrito para la
produccion de GPCRs (seccion 2.2), se infectaron células Tni (2-3 millones de
células/ml) al 3 % con el baculovirus de D;R-AICL3 y tras 48 h se recogid y congelo en
nitrégeno liquido el sedimento celular. Las células se incubaron en 20 mM HEPES pH
7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol, 5 uM de eticloprida y céctel de inhibidores de
proteasas durante 30 minutos a 4°C y seguidamente se solubilizaron con LMNG al 0,5%

(p/v) suplementado con 0,071% (p/v) de CHS a 4°C durante 1 h. La muestra se clarificé
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por centrifugacion (3.990 g, 30 minutos) y se incubé con resina TALON Superflow (GE
Healthcare Life Sciences) durante 1 h a 4°C. Para eliminar interacciones inespecificas
de otras proteinas, se realizaron dos pasos de lavado con 20 VC con 20 mM HEPES pH
7,5, 150 mM de NaCl, 10 % de glicerol y 0,007:0,001% LMNG/CHS con 5 mMy 20 mM
de imidazol respectivamente. A continuacién, la muestra se eluyé en 20 mM HEPES pH
7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol, LMNG 0,003% y 250 mM de imidazol. El imidazol
se retird con una columna Sephadex™ G-25 y la muestra diluida se incubd con proteasa
10xHis-TEV pura (proporcion molar 1:10, proteasa: D;R) hasta el dia siguiente. A
continuacion, la muestra se concentrd y cargé en una columna Superdex 200 Increase
10/300 (Cytiva) equilibrada en 20 mM HEPES pH 7,5, 25 mM NaCl y 0,003:0,0004%
LMNG/CHS. La pureza de la muestra obtenida se verificé mediante electroforesis en gel
“stain-free” (seccion 2.5.1). La proteina pura se concentrd a 1,5 mg/mly se almaceno a

-80°C hasta su uso.

2.4.2 Expresion y purificacion de nanoanticuerpos dirigidos a D3R

La inmunizacion y posterior cribado de los hanoanticuerpos derivd en la obtencién de 22
clones positivos para la union de D3R en ensayos ELISA. Para la expresién de los
nanoanticuerpos (clonados en el vector pMEsy4) se utilizo el sistema de expresion
periplasmica inducida por Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) en cepas WK6 de
Escherichia coli. Para cada nanoanticuerpo, se inocularon 40 ml de precultivo a 1 L de
cultivo LB con 2 % de glucosa y 100 pyg/ml de ampicilina y se incubé a 170 rpm 37°C
hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,7-0,8, donde se indujo con 1 mM de IPTG y se
dej6 incubar a 170 rpm a 28°C hasta el dia siguiente. A continuacién, el sedimento
celular se recogid, congelé en nitrégeno liquido y se almacené a -80°C hasta su uso. Las
células se solubilizaron por choque osmatico resuspendiendo el sedimento celular con
15 ml de 200 mM Tris, 0,65 mM EDTA y 500 mM de sacarosa. Tras 1 h, se afiadieron 30
ml de 50 mM Tris, 0,1625 mM EDTA y 125 mM de sacarosa y se dejé incubar durante 45
minutos a 4°C. La lisis por choque osmético permite la ruptura de las paredes celulares
sin llegar a romper las células consiguiendo asi la solubilizacién exclusiva del contenido

peripldsmico’®. La muestra se centrifugd (10.000 g, 30 minutos) para eliminar los
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restos celulares y se cargd el extracto peripldsmico en una columna de niquel (Cytiva)
equilibrada en 20 mM Tris pH 7,5 y 150 mM de NaCl. Los nanoanticuerpos
proporcionados estaban fusionados en su extremo carboxilo terminal a una etiqueta de
histidinas (6xHis) permitiendo la purificacién del nanoanticuerpo. La columna se lavd
con el mismo tampon de equilibrado suplementado con 5 mMy 20 mM de imidazol (10
VC) y la muestra se eluyd en 20 mM Tris pH 7,5 y 150 mM NaCl. Se verifico la pureza
mediante electroforesis “stain-free” (seccidén 2.5.1) y la proteina pura se concentré y

almacend a -80°C hasta su uso.

2.4.3 Inmunoprecipitacion de DzR: nanoanticuerpo

La validacién de la interaccidn de los nanoanticuerpos con el D3R se llevé a cabo en el
laboratorio mediante ensayos de inmunoprecipitacidn seguida de inmunodeteccién por
“Western Blot” (seccién 2.5.3). Los nanoanticuerpos puros (diluidos a 2 mg/ml) se
incubaron con solubilizados de D;R (HASS-FLAG-eGFP-3C-D3;R WT) durante 1 h a 4°C
para permitir la formaciéon del complejo D;R-nanoanticuerpo y la muestra se cargd en
una resina FLAG equilibrada en 20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % de glicerol y
0,007:0,001% de LMNG/CHS. El constructo D;R presenta en su amino terminal una
etiqueta FLAG (DYKDDDDK) que es reconocida por un anticuerpo anti-FLAG anclado a
la resina permitiendo la purificacion del D3R (y proteinas asociadas). Tras la elucion con
1X de péptido FLAG (que compite por la unién al anticuerpo de la resina), las eluciones
se cargaron en un gel de electroforesis “stain-free” (seccion 2.5.1) y se realizé una

inmunodeteccion por “Western Blot” (seccion 2.5.3).

2.5 Analisis bioquimico de proteinas

2.5.1 Electroforesis SDS-PAGE

En la electroforesis desnaturalizante con dodecilsulfato sddico (SDS) SDS-PAGE las

proteinas se separan en funcion de su peso molecular, lo que permite analizar su pureza
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y concentracion’®., Las muestras se mezclaron con tampdn de carga 6X (0,3 M Tris-HCL,
0,6 M DTT, 12 % SDS, 50 % de glicerol) suplementado con azul de bromofenol y se
cargaron en geles de poliacrilamida al 12 % con tecnologia “stain-free” (Biorad). Los
geles “stain-free” llevan incorporados 2,2,2-tricloroetanol (TCE) que modifica los
residuos de triptéfano de la proteina generando una sefial de fluorescencia visible en el
Chemidoc, no siendo necesaria la tincién del gel. La electroforesis se realizé a voltaje
constante de 250-300 voltios. Pasados 30 minutos, la senal se visualizé mediante

excitacion ultravioleta en un Chemidoc.

2.5.2 Electroforesis en gel nativo

La electroforesis en gel nativo es una técnica que permite separar proteinas en funcion
de su carga y tamafio nativos, sin alterar su estructura y estequiometria en solucion'®.
Las muestras se mezclaron con tampon de carga 6X (0,3 M Tris-HCL, 50% de glicerol)
suplementado con azul de bromofenol y se cargaron en geles de poliacrilamida al 8 %.
Para conseguir geles “stain-free” se anadio a la solucién de poliacrilamida 0,5 % de TCE
(v/v). La electroforesis se realizé con un voltaje constante de 100 voltios a 4°C. Pasadas

3 h, la sefial se visualizé6 mediante excitacion ultravioleta en un Chemidoc.

2.5.3 Inmunodeteccion por “Western-Blot”

Para la transferencia de proteinas desde el gel de poliacrilamida hasta una membrana
de nitrocelulosa, se utilizé el kit comercial Transblot turbo RTA Mini Nitrocellulose®
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, se bloqued la membrana con
el reactivo de bloqueo EveryBlot (Biorad) durante 5 minutos para evitar uniones
inespecificas y se incubé con un anticuerpo primario Anti-His conjugado con la enzima
peroxidasa de rabano (HRP) (dilucién 1:1000) durante 1 h a temperatura ambiente. Tras
lavar por triplicado la membrana con 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween®20 (p/v)
se reveld la senal por quimioluminiscencia utilizando los reactivos de revelado Clarity™

Western ECL en un Chemidoc.
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2.6 Crio-microscopia electronica

La crio-microscopia electrénica es una técnica de biologia estructural que se basaen la
utilizacién de temperaturas criogénicas y electrones como fuente de radiacién para la
obtencién de estructuras macromoleculares a alta resolucion"'32, Comprende 1) la
vitrificacién (congelacion rapida) en etano a -180°C, 2) la adquisicion de datos en un

microscopio electrénico y 3)el procesado computacional de las imagenes (Figura I1.16).
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Figura ll. 16. Técnica de crio-microscopia electrénica. Imagen modificada de’*

En el microscopio, los electrones son acelerados desde una pistola de emision de
campo y dirigidos hacia la muestra en condiciones de alto vacio. Al interactuar con ella,
los electrones pueden atravesarla sin cambios, perder energia (dispersion inelastica) o
cambiar su trayectoria (dispersion elastica). Los electrones dispersados

inelasticamente introducen ruido de fondo y dafian la muestra (dafo por radiacién)'4,
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La incorporacién de filtros de energia permite el paso selectivo de electrones con una
pérdida de energia especifica (normalmente de 10-20 eV), con el objetivo de que sélo
los electrones dispersados elasticamente y los no dispersados intervengan en la
formacion de la imagen'®. Tras atravesar la muestra, los electrones alcanzan el
detector del microscopio. La incorporacion de los detectores directos de electrones a la
rutina de la crio-microscopia electrénica ha supuesto un enorme avance para la
obtencidn de estructuras a alta resolucion debido a su alta sensibilidad, siendo capaces
de registrar eventos individuales de electrones, y a la alta eficiencia cuantica (DQE) que
presentan’®. La DQE cuantifica la capacidad de un detector de convertir la senal
incidente en una senal eléctrica detectable, dandose en los detectores directos de
electrones la deteccion y la lectura en una sola capa, permitiendo la adquisicion
continua y répida de secuencias de imagenes (peliculas) donde la dosis se puede
fraccionar en multiples fotogramas. Ademas, los detectores directos de electrones
ofrecen la posibilidad de operar en modo de super resolucién, donde el detector puede
leer la sefal de cada electron en un cuadrante del pixel, permitiendo reducir el tamafio
del pixel a la mitad™. Finalmente, estas peliculas son procesadas
computacionalmente, lo que deriva en la obtenciéon de un mapa 3D de la muestra

bioldgica de interés sobre el que se puede modelar una estructura atdmica.

En este trabajo se han utilizado dos técnicas principales de la crio-microscopia
electrénica: la crio-microscopia electronica de particula unica (crio-ME) y la crio-

tomografia electrénica (crio-TE).

2.6.1 Crio-microscopia electrénica de particula unica (crio-ME)

En crio-ME, las imagenes de la muestra vitrificada muestran multiples copias de la
proteina de interés dispuestas uniformemente a lo largo del hielo vitreo sin solaparse,
formando una uUnica capa y en diferentes orientaciones. La recogida y posterior
procesado de las imagenes con multitud de copias de la proteina en diferentes

orientaciones permiten la reconstruccion en 3D del mapa de crio-ME'* (Figura 11.17).
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Figura 11.17. Protocolo general para el procesado de datos derivados de crio-ME. Las
peliculas se convierten a micrografias, se estima y corrige la Funcién de Transferencia de
Contraste (CTF) y se pican las particulas. Las particulas identificadas son extraidas y sometidas
a clasificacion 2D, agrupandose en clases permitiendo discriminar el ruido y eliminar particulas
de baja calidad. A partir de las clases 2D, se genera un modelo “ab initio” a baja resolucién en 3D
y se clasifican las particulas en 3D. Finalmente, las particulas son refinadas en el espacio

tridimensional de Fourier, obteniendo un mapa 3D (FSC=0,143 como umbral de resolucion).

El primer paso en el procesado es la correccién del movimiento de las particulas
derivado tanto del movimiento de la rejilla en el microscopio como de la exposicion al
haz de electrones. Para ello, cada imagen de una pelicula se alinea
computacionalmente con las del resto de su secuencia, corrigiéndose los
desplazamientos de las particulas entre una imagen y la siguiente. Generalmente, para
la alineaciéon cada imagen se divide a su vez en pequenos parches y se calcula el
movimiento de cada uno de ellos. Una vez alineados, se suman para obtener una uUnica
imagen o micrografia'®’. Paralelamente, se realiza una ponderacion de la dosis, esto es,
se fracciona la dosis para cada una de las imagenes que conforman la pelicula
otorgando un mayor peso a las primeras imagenes de la secuencia, menos expuestas al
haz de electrones (y con menos dafio por radiacion), reteniendo la informacion a alta

resolucion',
A continuaciodn, se procede a la estimacion y correccién de la funcion de transferencia
de contraste (CTF)". Idealmente, las micrografias deberian representar proyecciones

reales de la muestra. Sin embargo, la longitud de onda del electrén (determinada por el
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voltaje de aceleracion del microscopio) y aberraciones presentes en el microscopio
distorsionan la imagen generada obteniendo una micrografia corrompida. Algunas de
ellas son inherentes al microscopio, como la aberracién esférica del microscopio,
mientras que otras, como el desenfoque, son introducidas durante la recogida de
datos™®. La CTF es una herramienta matematica que permite la estimacion y correccién
de dichas aberraciones en el espacio reciproco de Fourier. Mediante la transformada de
Fourier, una imagen puede ser descompuesta en una suma de funciones sinusoidales
de diferentes frecuencias espaciales, donde las altas frecuencias espaciales (funciones
de longitud de onda corta) corresponden a detalles finos y cambios bruscos en la
intensidad, mientras que las bajas frecuencias espaciales (funciones con una longitud
de onda mas larga) representan informacién de menor resolucién, asociadas a cambios

graduales™®.

ESTIMACION DE CTF

Baja frecuencia espacial  Aa frecuencia espacial
(Baja I'ESOLIUCIOHJ (Alta resolucion) Baja frecuencia espacial
¥ l (Baja resolucién)

-

Limite de Nyquist

Amplitud CTF
- 1

Espectro de potencia

CTF(f) = — cos (TrAz/\,JJr2 gc»v\i’f" I qb)

Figura 11.18. Estimacion de la CTF (panel izquierdo) y espectro de potencia (panel derecho).
En el panel izquierdo se muestra la férmula de la CTF, donde Az es el desenfoque, Ac.es la
longitud de onda de los electrones incidentes, Cs es la aberracion esférica y f es la frecuencia
espacial. ¢ representa un factor de desplazamiento de fase. El origen del espectro de potencia
(panel derecho) representa regiones de bajas frecuencias espaciales. El borde del espectro de
potencia representa la frecuencia espacial maxima definida por el limite de Nyquist. Imagenes
modificadas de: https://www.lbem.ch/oldlbem/research/methods/programa/ctf-simulation vy

https://myscope.training/CRYO_Contrast_transfer_function.
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En el microscopio electrénico, el desenfoque permite aumentar el contraste en las
imagenes. Sin embargo, ello provoca desplazamientos de fase en la onda del electrén
causando interferencias que alteran el contraste de la imagen, atenuando o
amplificando ciertas frecuencias espaciales con respecto a la imagen original. Este
fendmeno se puede modelar matematicamente con la CTF, observandose una onda
sinusoidal cerca de cero a bajas frecuencias espaciales (asociada a informacién de baja
resoluciéon, no tan afectada por las aberraciones del microscopio) y que oscila entre
maximos positivos y negativos (asociados a transferencia de contraste positiva y con el
signo invertido, respectivamente) y donde los cruces en el eje horizontal son indicativos
de frecuencias que no contienen informacién (Figura 1.18, panel izquierdo). Sin
embargo, esta limitacion puede ser superada al combinar informacién de multiples
imagenes adquiridas con diferentes desenfoques, de manera que la informacién
ausente en algunas imagenes estara presente en otras™%'%°, Una manera sencilla de
visualizar estas oscilaciones de la CTF es a través del espectro de potencia (resultante
de elevar al cuadrado todos los valores de la transformada de Fourier), donde las
oscilaciones de la CTF se muestran como anillos concéntricos (anillos de Thorn) (Figura
11.18, panel derecho). Para obtener imagenes de alta resolucion, es esencial corregir los
efectos de la CTF, ya que las altas frecuencias espaciales son mas sensibles a las
aberraciones del microscopio. Dado que la longitud de onda de los electrones y la
aberracion esférica son constantes en el microscopio, la tarea mas importante en la
estimacion de la CTF es determinar el desenfoque real de cada imagen™®. Conociendo
todos los parametros, el efecto de la CTF puede calcularse y eliminarse de la imagen

permitiendo la recuperacion de la imagen original'®.

Tras la correccion de la CTF se procede al picado y extraccion de las particulas
contenidas en la micrografia. Se han desarrollado diferentes estrategias para el picado
de particulas que comprenden desde el picado manual, métodos basados en
referencias u otros que emplean algoritmos de aprendizaje profundo como Topaz™!,
entrenados para el picado de particulas. Una vez identificadas, cada una de las
particulas se extrae en una caja (definida en pixeles) para su posterior clasificacion en

2D. Durante esta etapa se pretende la eliminacién de ruido y particulas de mala calidad.
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Para ello, se agrupan todas las imagenes similares de particulas en clases, atendiendo a
diferentes orientaciones o a su estequiometria. Las imagenes de cada clase se
promedian iterativamente para obtener una uUnica imagen representativa con una buena

relacion senal-ruido'?.

1.0+

FSC

0.5+

FSC=0.143

0.0

T T T
0/e 110 1/5 1333 1/2.5 112

Resolucién (1/A)

Figura 11.19. Correlacion de Fourier (FSC). Curva FSC de un mapa 3D. La resolucion global

viene marcada por el umbral de resolucion FSC=0,143.

Para la clasificacion 3D se requiere de la generacion previa de un modelo inicial 3D a
baja resolucién que puede ser generado “ab initio” y que sera utilizado como modelo de
referencia. En esta fase se clasifican las particulas en funcién de su alineamiento con la
referencia, pudiendo desechar particulas de mala calidad, observar diferencias entre
particulas que resultan imperceptibles en las clasificaciones 2D o identificar problemas
de orientacion preferencial’*. Finalmente, las particulas se dividen en dos mitades y se
refinan cada una de ellas de forma independiente para obtener dos reconstrucciones.
Estos dos mapas se comparan en el espacio tridimensional de Fourier y se establece
una correlacién de Fourier (FSC) (Figura 11.19). Una correlacion de 1 equivale a una
correlacion perfecta sin ruido, mientras que 0 representa la ausencia de correlacion. La

comunidad de crio-ME ha aceptado el valor de 0,143 como umbral de resolucion™3.
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2.6.1.1 Impacto de la crio-ME en el estudio de GPCRs

La primera estructura de un GPCR a alta resolucién conseguida fue la del receptor de la
rodopsina bovina en estado inactivo en el afio 2000 por cristalografia de rayos X°.
Avances en la crio-ME (incorporacion de filtros de energia, detectores directos de
electrones) permitieron la determinacion estructural a alta resolucion del receptor de
calcitonina acoplado a una proteina G heterotrimérica en 2017 por crio-ME'® y desde
entonces mas estructuras de complejos de GPCRs se han ido resolviendo, contando
actualmente con 1.253 mapas de complejos de GPCRs en la base de datos de
microscopia electrénica (EMDB). Ademas de permitir el estudio del estado activo de los
GPCRs acoplados a proteinas G heterotriméricas (un reto para la cristalizacion vy
posterior determinacion estructural por cristalografia de rayos X), la crio-ME presenta
ventajas afadidas a la cristalografia de rayos X al no requerir la formacion de cristales 'y
grandes cantidades de muestra, asi como permitir la determinacion estructural de
multiples conformaciones a partir de una Unica muestra’®. Ello junto con el desarrollo
de microscopios mas estables, nuevos programas informaticos y una mayor
automatizacion del procesado ha dado lugar a lo que se conoce como revolucion de la
resolucidn o revolucion estructural'’. Ademas, se han desarrollado durante los ultimos
afnos herramientas que permiten aumentar la estabilidad y tamafio de los receptores y
complejos, siendo actualmente la crio-ME la técnica de referencia para el estudio
estructural de los GPCRs. Estos comprenden desde el desarrollo de scFvs y
nanoanticuerpos que mejoran la estabilidad de GPCRs en estados inactivos y aumentan
su tamano (Nb6'8) o activos de GPCR con la proteina G heterotrimérica (Nb35'#,
scFv16'"%) hasta proteinas G modificadas (mini proteinas G'*° o proteinas G dominantes
negativas''?) que mejoran la estabilidad del complejo GPCR. Sin embargo, el proceso de
vitrificacién sigue constituyendo uno de los principales cuellos de botella para la
determinacion estructural de GPCRs por crio-ME ya que durante la vitrificacion las
macromoléculas tienden a adsorberse en la interfase aire-agua, lo que puede disociar
los complejos de GPCRs, promover una distribucion desigual o una orientacion
preferencial’®. No obstante, se han desarrollado diversas estrategias para mitigar estos
problemas que comprenden desde la adicion de detergentes que formen una capa

protectora evitando el contacto de los receptores con la interfaz hasta la vitrificacion en
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capas finas de peliculas de soporte continuas para adsorber macromoléculas (por
ejemplo, grafeno). Ademas, estas se pueden funcionalizar con ligandos de afinidad,
anclando especificamente los receptores’™’. Otra manera de mitigar este problema es a
través de la vitrificacion rapida, donde la muestra se vitrifica en una escala de tiempo de
milisegundos (ms) o menos reduciendo asi el tiempo de contacto con la interfase aire-

agua, para lo que se estan desarrollando dispositivos de vitrificacion rapida’™’.

2.6.1.2 Analisis por crio-ME del complejo D;R:Gapy:scFv16 unido a ligando bitopico
FOB02-04A

Vitrificacion y coleccién de datos

Se anadieron 3 pl del complejo D3R:Gapy:scFv16 unido a FOB02-04A a 2,8 mg/ml a
rejillas Quantifoil 0,6/1 Au previamente cargadas con un recubridor al vacio Leica EM
Ace200 a 15 mA durante 60 s y se vitrificaron con etano utilizando un Vitrobot Mark IV
(FEI Company). La recogida de datos se llevé a cabo en un Titan Krios a 300 kV con un
detector K3 en Laboratorio Europeo de Radiacion Sincrotrén (ESRF) (Grenoble, Francia).
Se recogieron un total de 22.655 peliculas a un aumento de 0,84 A/pixel con una dosis
de 17,6 e/pixel/s y un rango de desenfoque entre -1 y -3 um utilizando el programa
Smart EPU (ThermoFisher Scientific). Las peliculas se dividieron en 50 fotogramas y se

expusieron a una dosis total de 50 e /A2 utilizando un tiempo de exposicién total de 2 s.

Procesado de datos y modelado de mapa

Para el procesado de los datos se utiliz6 RELION-4.0"°? a menos que se especifique lo
contrario. La correccion del movimiento de las particulas (parches de 5 x 6) se realiz6
con MotionCor2' junto con una ponderacién de la dosis tedrica’®. La estimacién de la
CTF y la determinacién del rango de desenfoque se realizaron con CTFFIND-4.1"%, El
picado de particulas se realiz6 automaticamente con Topaz (programa basado en
aprendizaje profundo). Tras 2 rondas de clasificaciones 2D y 3D (utilizando un modelo

“ab initio”), 429.908 particulas se clasificaron en 3D con una mascara alrededor del
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receptor para centrar la clasificacién en esta regién. El refinado de este conjunto de
particulas dio como resultado un modelo a 3,16 A, pero con una densidad pobre en el
sitio de union a ligando. Para mejorar la calidad del mapa en esta area, se siguieron dos
vias de procesamiento paralelo: 1) un recentrado de las particulas en el sitio de union
del ligando seguido de una clasificacion 3D (dando como resultado 360.038 particulas),
y 2) clasificaciones 3D con una mascara en la mitad extracelular del receptor seguida
de un recentrado de las particulas en el sitio de union del ligando que se clasificaron de
nuevo en 3D (dando como resultado 176.315 particulas). Los dos conjuntos de
particulas se fusionaron y se eliminaron los duplicados, obteniéndose 275.383
particulas que se refinaron en 3D utilizando para la dltima iteracion una mascara que
excluia el dominio helicoidal Gao y la micela. El post-procesado dio como resultado un

mapa crio-ME de 3,05 A.

Durante el procesado, se descubrid una segunda conformacién (Conformacién B) que
se obtuvo realizando una clasificacion 3D en el conjunto inicial de 429.908 particulas
con una mascara en la mitad extracelular del receptor y un posterior recentrado en el
sitio de union del ligando seguido de mas clasificaciones 3D. 201.219 particulas se
sometieron a un refinado heterogéneo y 159.184 particulas se refinaron mediante un
refinado no uniforme en CryoSPARC™3. Esto dio como resultado un mapa crio-ME a

3,09 A. La resolucién local se calculd utilizando CryoSPARC para ambos modelos.

El modelado de los mapas y refinado de los modelos se llevaron a cabo utilizando el
programa CCP-EM'* y Phenix'®. Las coordenadas de partida utilizadas para modelar
D3R, GB1, Gy, y scFv16 se tomaron de la estructura de D3;R acoplada a Ga; (PDB
7CMV)"7 | Las coordenadas de partida de Gao se tomaron de la estructura del receptor
adrenérgico ay acoplado a Gao (PDB 6K41)™¢. El D;R se modeld desde el residuo
H29'32 hasta 1223%7% y desde R323%%° hasta C400 en la Conformacién A (la
Conformacion B comienza en Y32'%). Gao se modeld de T4 a K54, de T182 a V234 y de
N242 a Y354. El refinado “Jelly-body” se realiz6é en REFMAC5™’ seguido de
modificacién manual y refinado con restricciones en Coot™® y Phenix. Se creé un
diccionario describiendo el ligando FOB02-04A y sus coordenadas utilizando

AceDRG'™y se refiné con Coot y Phenix. Los factores B se reajustaron a 40 A2 antes del
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refinado. Los modelos finales consiguieron una buena geometria (Anexo ) siendo el
modelo validado con Coot, EMRinger'®® y Molprobity''. El ajuste de los modelos a los

mapas se evaluo utilizando Phenix.

2.6.1.3 Analisis por crio-ME del complejo D;R:Gapy:scFv16 unido a ligando bitopico
AB04-88

Vitrificacion y coleccion de datos

Se anadieron 3 pl de D;R:Gapy:scFv16 unido a AB04-88 (2,3 mg/ml) a rejillas Quantifoil
0,6/1 previamente cargadas con un recubridor de vacio Leica EM Ace200 a 15 mA
durante 60 s y vitrificadas con etano utilizando un Vitrobot Mark IV (FEI Company). La
recogida de datos se llevd a cabo en un Titan Krios a 300 kV utilizando un detector K3 en
el Instituto de Biologia Estructural y Quimica (Universidad de Leicester, Reino Unido). Se
recogieron 18.941 peliculas con un aumento de 0,8354 A/pl'xel y un rango de
desenfoque de -1 a -3 pm utilizando el programa Smart EPU (ThermoFisher Scientific).
Las peliculas se dividieron en 50 fotogramas cada una y se expusieron a una dosis total

de 55 e/A2utilizando un tiempo total de exposicion de 2 s.

Procesado de datos y modelado de mapa

El procesado se realizé con RELION-4.0. La correccién del movimiento (5 x 6 parches)
se realizé con MotionCor2 junto con la ponderacion de la dosis y se utilizo CTFFIND-4.1
para la estimacion de la CTF y la determinacién del rango de desenfoque. Las particulas
se picaron automaticamente con Topaz y utilizando referencias 2D (obtenidas a partir
de clases 2D de particulas derivadas de la recogida con Topaz). Se realizaron cinco
rondas de clasificaciéon 2D para cada conjunto de particulas antes de realizar las
clasificaciones 3D, en las que se utiliz6 un modelo “ab initio” como referencia. Tras
cuatro rondas de clasificacién 3D, se agruparon 112.617 particulas (Topaz) y 95.828

particulas (referencias 2D) y se clasificaron en 3D tras eliminar los duplicados. Se
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seleccionaron 80.881 particulas y se sometieron a un refinado 3D (Conjunto 1).
Paralelamente, tras la ultima clasificacion 2D se agruparon ambos conjuntos de
particulas, se eliminaron duplicados y se clasificaron en 3D durante tres rondas. En la
cuarta ronda de clasificacién 3D, se aplicé una mascara sobre el receptor. 62.998
particulas fueron seleccionadas y refinadas en 3D (Conjunto 2). Ambos conjuntos de
particulas se mezclaron y se eliminaron los duplicados antes de seguir con el
procesado. Tras el refinado 3D se recentraron las particulas en el sitio de unién a
ligando para mejorar la resolucion en esta zona. Tras dos rondas de clasificacién 3D con
mascara sobre el receptor, 93.700 particulas se sometieron a dos ciclos de refinado
heterogéneo seguidos de refinado no uniforme utilizando CryoSPARC. Esto dio como
resultado un mapa crio-ME a 3,4 A. La resolucion local se calculd utilizando

CryoSPARC.

El modelado del mapay el refinado del modelo se llevaron a cabo utilizando el programa
CCP-EM y Phenix. Las coordenadas de partida utilizadas para Ds:R, Gao GB1, Gy2 y
scFv16 se tomaron de la estructura de D;R acoplada a Gao unida a ligando bitépico
FOB02-04A (PDB 9F33) (capitulo 3). El D3R se modeldé desde el residuo Y32'* hasta
12237y desde R323%*hasta L398%*%, El refinado “Jelly-body” se realizé6 en REFMAC5
seguido de modificaciéon manual y refinado con restricciones en Coot y Phenix. Se cred
un diccionario describiendo el ligando AB04-88A y sus coordenadas utilizando AceDRG,
siendo refinado por ultima vez con Coot y Phenix. Los factores B se reajustaron a 40 A2
antes del refinado. ELl modelo final consiguié una buena geometria (Anexo Il) siendo el
modelo validado con Coot, EMRinger y Molprobity. El ajuste del modelo al mapa se

evaluo utilizando Phenix.

2.6.1.4 Analisis por crio-ME del complejo D;R:Gapy:scFv16 unido al ligando SK-609

Vitrificacion y coleccidon de datos

Se aplicaron 3 pl de D3R unido a ligando SK-609 (2,3 mg/ml) a rejillas Quantifoil 0,6/1 Au

cargadas previamente con un recubridor de vacio Leica EM Ace200 a 15 mA durante 60

80



Capitulo Il. METODOLOGIA. FUNDAMENTOS TEORICOS Y PROTOCOLOS

s. Se vitrificaron con etano utilizando un Vitrobot Mark IV (FEI Company). La recogida de
datos se llevo a cabo en un Titan Krios a 300 kV utilizando un detector K3 en el centro de
microscopia vasca (BREM, Espana). Se recogieron 1.863 peliculas con un aumento de
0,8238 A/pl'xel y un rango de desenfoque de -1 a -3 ym utilizando el programa Smart
EPU (ThermoFisher Scientific). Las peliculas se dividieron en 50 fotogramas cada una y
se expusieron a una dosis total de 50 e /A2 utilizando un tiempo total de exposicién de 2

S.

Procesado de datos

Todo el procesado de datos se realizé con RELION-4.0. La correccién del movimiento (5
x 5 parches) se realizé con MotionCor2 y a continuacion se estimé y determiné la CTF y
el rango de desenfoque utilizando CTFFIND-4.1. Las particulas se picaron con Topaz
(1.458.680 particulas) y se realizaron cinco rondas de clasificacion 2D. Sin embargo, la
calidad de las clases 2D impidié la obtencién de un buen modelo “ab initio”,
observandose complejos de baja calidad y un alto grado de desensamble, requiriendo

una optimizacion de la muestra.

2.6.1.5 Anadlisis por crio-ME de dimeros de DsR unidos a ligando bivalente C13

Vitrificacion y coleccion de datos

Se aplicaron 3 pl de D3R unido a ligando bivalente C13 (1,13 mg/ml) a rejillas Quantifoil
0,6/1 Au cargadas previamente con un recubridor de vacio Leica EM Ace200 a 15 mA
durante 60 s. Se vitrificaron con etano utilizando un Vitrobot Mark IV (FEI Company). La
recogida de datos se llevo a cabo en un Titan Krios a 300 kV utilizando un detector K3 en
el Centro Holandés de Nanoscopia Electrénica (NeCEN, Holanda). Se recogieron 601
peliculas con un aumento de 0,836 A/pixel y un rango de desenfoque de -1 a -3 pm
utilizando el programa Smart EPU (ThermoFisher Scientific). Las peliculas se dividieron
en 50 fotogramas cada una y se expusieron a una dosis total de 50 e/A? utilizando un

tiempo total de exposicion de 2 s.
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Procesado de datos

Todo el procesado de datos se llevd a cabo con RELION-4. El movimiento de las
particulas se corrigié con MotionCor2 y se ponderé la dosis. La estimacion de la CTF y la
determinacion del rango de desenfoque se realizaron con CTFFIND-4.1. Las particulas
extraidas tras ser picadas con Topaz se sometieron a seis rondas de clasificacién 2D.
Se generd un modelo “ab initio” y 9.989 particulas se clasificaron en 3D. Finalmente,
3.632 particulas se sometieron a refinado 3D obteniendo un mapa final a 18 A segun el

umbral FSC (FSC=0.143).

2.6.2 Crio-tomografia electronica (crio-TE)

En crio-ME la proteina de interés es previamente purificada del resto de proteinas
presentes en el entorno celular a fin de conseguir una rejilla con multiples particulas
idénticas™. Aplicado a proteinas de membrana, la purificacion de éstas requiere de su
extraccion con el uso de detergentes, los cuales pueden resultar demasiado agresivos
afectando su estructura e interaccién con otros elementos presentes en el contexto

nativo.

La crio-TE permite determinar la estructura de la proteina in situ, manteniendo su
entorno natural’®?. El esquema de recogida de datos mas comun distribuye
simétricamente la dosis, comenzando la recogida a 0° e inclinandose la muestra
gradualmente en grados positivos y negativos alternativamente. La principal ventaja de
iniciar la recogida de datos en angulos bajos, donde el recorrido de los electrones a
través de la muestra es mas corto, es la conservacion de informacion a alta resolucién
antes de que se produzcan dafos por radiacién. Debido a limites fisicos y el grosor de la
muestra, el rango de inclinacion durante la recogida de datos se limita a +60° o0 +70°, lo
gue ocasiona una pérdida de informacién conocida como efecto de “cufia perdida”, que
se refleja en una distorsion del mapa 3D'%2%3, Asi, la muestra vitrificada (<500 nm), se
inclina gradualmente en torno a un eje de inclinacién y se toman una serie de imagenes

en 2D que posteriormente se pueden combinar computacionalmente para producir una
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reconstruccién tridimensional (tomograma). ldealmente, un tomograma contiene
multiples copias de la proteina de interés en diversas orientaciones lo que permite el

promediado y la determinacidn de su estructura a alta resolucidn (Figura 11.20).

Sin embargo, la mayoria de las muestras bioldgicas tienen un grosor superior a 500 nm,
siendo esta la principal limitacién para la observacion directa de células en el
microscopio’®4. Para obtener secciones ultrafinas y preservar su estado vitreo, se han
desarrollado técnicas como el seccionamiento criogénico con cuchilla de diamante, lo
gue genera artefactos y arrugas en la muestra y el fresado criogénico con haz de iones
focalizado (“FIB-milling”), donde se elimina todo el material por encimay por debajo de
una seccioén de la célula, dejando una fina lamina de material celular (50-300 nm de
grosor), denominada lamela, con menos artefactos pero observandose una alta

contaminacion por hielo™.

En este trabajo se ha recurrido a la generacion de GMPVs derivados de HEK293T y
proteoliposomas (ambos extruidos con un filtro de 200 nm) con D3R para su
observacion en el microscopio electrénico, no siendo asi el grosor de la muestra

limitante para el analisis por crio-TE.

Correccién efecto “cufa perdida”

Procesado

Correcciéndel "\ A0 s R e ucciéon i . Picado _Extraccion \> b
movimiento CTF i talscitaadl 4 elincicn g / particulas " particulas o ames

Vesiculas regulares

s LLL LT T

Membranas irregulares

ot

Con Libre de
(ej. Nanoparticulas
de Au)

Figura 11.20. Protocolo general para el procesado de datos derivados de crio-TE. Las series
de inclinacién se someten a un pre-procesado que comprende la correccion del movimiento y
estimacion y correccién de la CTF. A continuacién, las diferentes proyecciones de la muestra

son alineadas y combinadas computacionalmente para generar el tomograma. En el caso de
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proteinas de membrana, existen complementos que permiten el picado automatico de
particulas en vesiculas regulares y uniformes si bien en la mayoria de los casos se presentan
membranas irregulares. En ese caso, las membranas se pueden segmentar y aislar del resto de
componentes del tomograma. Tras el picado, las particulas pueden ser extraidas en cajas 2D y

sometidas a los métodos de clasificacion y refinado ya descritos en la seccidn de crio-ME.

La recogida de datos en crio-TE implica la adquisicidon de multiples fotogramas que
componen cada imagen de cada serie de inclinacion. Al igual que en crio-ME, las
peliculas recogidas requieren un procesado previo en el que se corrige el movimiento y
la CTF. Para los datos de crio-TE generalmente no se aplica una correccion del
movimiento basada en un alineamiento por parches porque la dosis para cada
fotograma de la imagen de la serie de inclinacién es demasiado pequena. Ademas, si
bien en crio-ME deben tomarse varias imagenes a diferentes defocos, esto no es
estrictamente necesario para las imagenes de muestras inclinadas que se caracterizan
por presentar un gradiente de defoco'. En este caso, es necesario determinar la forma
de la CTF para cada imagen que contribuye a la reconstruccién (se estiman los
parametros CTF para cada imagen con el movimiento corregido de las series de
inclinacion). Ademas, se han desarrollado algoritmos que consideran el efecto de la

inclinacién para conseguir una estimacion de la CTF mas precisa’®.

A continuacidn, se eliminan aquellas imagenes de las series de inclinacion no aptas
para el alineamiento ya que las diferentes proyecciones de la muestra deben estar
perfectamente alineadas para poder ser posteriormente combinadas y reconstruir el
tomograma. Se han descrito diferentes métodos y programas para el alineamiento de
las series de inclinacién que comprenden desde el uso de particulas de oro como
marcadores de referencia para guiar el alineamiento™ a otros independientes de
marcadores basados en la maximizacién de la correlacion cruzada existente entre las
imagenes'®®. Las proyecciones alineadas se pueden combinar computacionalmente
para generar un tomograma mediante retroproyeccion ponderada donde las imagenes
se superponen en la estructura 3D con un peso o a través de la reconstruccioén iterativa
simultanea donde se reconstruye el tomograma iterativamente hasta que se alcanza la

convergencia'®. Estos tomogramas pueden a continuacién ser sometidos a un filtro
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para aumentar la relacién sefal-ruido (programa cryoCARE'?) y aplicar programas
como IsoNet'"' basados en el empleo de algoritmos de aprendizaje profundo para
eliminar el efecto de “cufia perdida” presente en las imagenes como consecuencia de la

recogida incompleta de datos.

Al igual que en crio-ME, se han descrito diferentes aproximaciones para identificar la
proteina de interés en los tomogramas reconstruidos. En el caso de proteinas de
membrana, existen complementos que permiten el picado automatico en vesiculas
regulares y uniformes'”? si bien en la mayoria de los casos se presentan membranas
irregulares. En este caso, existen programas que mediante algoritmos de aprendizaje
profundo han sido entrenados para segmentar las membranas y aislarlas del resto de
componentes del tomograma, mejorando el rendimiento del picado al eliminar la
identificacion de falsos positivos localizados fuera de las membranas’”. Tras el picado,
se combinan las coordenadas de las particulas con la informacion del alineamiento,
recortdndose y almacenandose esas particulas individuales como cajas 2D.
Finalmente, las particulas extraidas se someten a los métodos de clasificaciéon y
refinado 3D previamente descritos para crio-ME. ldealmente, un tomograma contiene
multiples copias de la proteina de interés en diversas orientaciones lo que permite el

promediado y la determinacién de su estructura.

2.6.2.1 Analisis por crio-TE del D;R en liposomas

Vitrificacion y coleccion de datos

Se afnadieron 3 pl de liposomas con D3R a peliculas de carbono Lacey sobre rejillas de
cobre (Agar Scientific) y se vitrificaron con un Leica-GP2 (Leica Microsystems). La
recogida de datos se llevé a cabo en un Talos a 200 kV en el Instituto Francis Crick
(Reino Unido). Las series de inclinacién se tomaron siguiendo el esquema de
distribucién simétrica de la dosis sobre una exposicién total de 140 e /A2 con angulos de

inclinacién que oscilaban entre = 60° con un incremento de 3,5°. Se recogieron 35
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tomogramas con un aumento de 2,02 A/pixel y un rango de desenfoque de -3 a -5 um

utilizando el programa Tomography 5 (ThermoFisher Scientific).

Procesado de datos

Para el procesado de datos se utilizo6 RELION-5.0""2 a menos que se especifique lo
contrario. El movimiento en los fotogramas de cada serie de inclinacién se corrigio con
MotionCor2 y la estimacion de la CTF se llevo a cabo utilizando CTFFIND-4.1. Se
eliminaron manualmente las series de inclinacion de mala calidad utilizando el
visualizador Napari y seguidamente fueron alineadas automaticamente utilizando la
implementaciéon de RELION de AreTomo 1.3'%. Los tomogramas se reconstruyeron con
un tamafio de pixel de 10 A y se sometieron a una eliminacién de ruido utilizando la
implementaciéon de RELION de CryoCARE'°. Para el picado de particulas, se
segmentaron las membranas de los tomogramas con MemBrain-seg'”® y con el
complemento “Segger” de Chimera'’* se identificaron cada una de las vesiculas como
objetos. A  continuaciéon, se utiliz6 una secuencia de comandos
(https://github.com/EuanPyle/Membrane_Associated_Picking)  para  definir las
coordenadas de las particulas sobre la superficie de las vesiculas, y se visualizaron con
el complemento ArtiaX de ChimeraX'>'’¢, Como resultado, se obtuvieron tablas
(formato Dynamo) con las coordenadas y orientaciones relativas a la superficie de la
membrana. Las tablas se convirtieron a archivos con formato .star
(https://github.com/EuanPyle/dynamo2relion) y se agruparon para obtener un Unico
archivo con todas las coordenadas. A continuacién, las particulas se importaron a
RELION 5.0 y se extrajeron como pseudo-subtomogramas con un tamano de pixel de
8,08 A/pixel en cajas de 64 vixeles. Se reconstruyé una referencia en la misma caja 'y
tamano de voxel y se refinaron las particulas (sin mascara). A continuacion, se re-
extrajeron las particulas con un tamafo de pixel de 4,04 A/pixel y se realizé una
clasificacion 3D. Finalmente, los duplicados fueron eliminados y 32.044 particulas se

refinaron, obteniendo un mapa final a baja resolucion.
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2.6.2.2 Anadlisis por crio-TE del D;R en GMPVs

Vitrificacion y coleccion de datos

Se anadieron 3 pl de vesiculas con D3R derivadas de células HEK293T a peliculas de
carbono Lacey sobre rejillas de cobre (Agar Scientific) y se vitrificaron con un Leica-GP2
(Leica Microsystems). La recogida de datos se llevo a cabo en un Talos a 200 kV en el
Instituto Francis Crick (Reino Unido). Las series de inclinacidn se tomaron siguiendo el
esquema de distribucién simétrica de la dosis sobre una exposicion total de 140 e /A2
con angulos de inclinacién que oscilaban entre + 60° con un incremento de 3,5°. Se
recogieron 66 tomogramas con un aumento de 2,02 A/pl'xel y un rango de desenfoque

de -3 a -5 ym utilizando el programa Tomography 5 (ThermoFisher Scientific).

Procesado de datos

Para el procesdo de datos se utilizdé RELION-5.0 a menos que se especifique lo
contrario. El movimiento en los fotogramas de cada serie de inclinacioén se corrigié con
MotionCor2 y la estimacion de la CTF se llevé a cabo utilizando CTFFIND-4.1. Se
eliminaron manualmente las series de inclinacién de mala calidad utilizando el
visualizador Napari y seguidamente fueron alineadas automaticamente utilizando la

implementacién de RELION de AreTomo 1.3.

2.7. Ensayos celulares

Se utilizaron células HEK293T (seccion 2.3.1) para todos los ensayos celulares

descritos en esta seccion.
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2.7.1 Ensayo de activacion de GPCRs

Existen diferentes ensayos y sistemas desarrollados para el estudio de la sefalizacion
de GPCRs que permiten medir su activacién a diferentes niveles de la cascada de
senalizacidén, desde que el agonista se une al receptor hasta cambios en la transcripcién
de genes (Figura I1.21). Histéricamente, el estudio de la activacién de los GPCRs se ha
basado en la mediciéon de cambios en la concentracion intracelular de segundos
mensajeros (AMPc, inositol-3-fosfato y Ca?*) que dependen de la activacién de Gay sus
efectores, lo que resulta en una amplificacién de la sefal, facil de detectar’®. Sin
embargo, la relacion entre la activacion del receptor y el efecto observado no esta
directamente acoplada a la unién del agonista, al entrar en juego otros factores
cinéticos e interacciones con otras proteinas del entorno celular, siendo la medida mas

indirecta cuanto mas alejada del evento de transduccion inicial se encuentre.

Amplificacion de senal Ensayos
Activacion receptor Conformacion del receptor (biosensores)
Unién/Acoplamiento Ensayos de proximidad
de proteinas G Ensayos de reclutamiento
Activacion proteina G Disociacion de proteina G

Actividad GTPasa
Unién de GTPy

Ensayos de acumulacidn Acumulacion de AMPc o Ca**
(mensajeros secundarios)

Sefalizacion Fosforilacidn de ERK

Internalizacion ELISA
Citometria de flujo
Microscopia confocal

Fenotipo (Tejido) Contraccion de vasos sanguineos
Migracion celular
Capacidad motora

Transcripciéon Ensayos de gen reportero
qPCR

Figura 11.21.Ensayos disponibles para el estudio de la sefalizacion mediada por GPCRs.

Por su parte, se han desarrollado ensayos que permiten una evaluacion mas directa de
la actividad del GPCR, relacionados con la medicidn de la tasa de intercambio de GDP a
GTP (ensayo de actividad GTPasa'”’), unién de GTPy'’%, la disociacion del heterotrimero

GapBy'”® o reclutamiento de B-arrestina’® a expensas de una menor sefial. La mayoria de
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estos ensayos se apoyan en métodos de luminiscencia basados en la interaccién
proteina-proteina habiéndose desarrollado en los ultimos afios multiples sistemas que
comprenden el uso de biosensores en proteinas transductoras (proteina G, PB-
arrestinas), receptores o nhanoanticuerpos que reconocen el estado activo del

receptor!’9-181,

En este trabajo la senalizacion de GPCRs a través de proteinas G se ha estudiado
utilizando la plataforma TRUPATH, desarrollada por el laboratorio de Bryan Roth'’°. Este
ensayo permite medir la disociacion de practicamente cualquier proteina G
heterotrimérica mediante la transferencia de energia por resonancia de
bioluminiscencia 2 (BRET2), presentando una amplificacién minima. La subunidad Ga
esta fusionada a la luciferasa Renilla (RLuc8) y la Gy a una GFP2 actuando como agente
donory aceptor respectivamente (la GB no estd modificada). En ausencia de agonista, la
proteina G se encuentra formando un heterotrimero, permitiendo la transferencia de
energia del agente donor (Ga-RLuc8) al aceptor (Gy-GFP2), produciendo una senal
BRET2 tras la adicion de colenterazina400a (sustrato de RLuc8). La activacion del
receptor desemboca en la separacién de la Ga del receptor y de GBy vy, en
consecuencia, se observa una pérdida de la sefal BRET2 (Figura 11.22). Basado en este
principio, se puede establecer un rango de concentraciones de ligando y medir las
sefales BRET2 obteniendo una curva concentracién-respuesta de la que se pueden

estimar los parametros de eficacia y potencia del agonista.

A B
Estado inactivo-Gapy unido Activacién-Disociacion de GaBy 0.2 = Log [Agonista] (M)
s (D
i 0.0 -
i 1 1
.i A -12 -4
PO ;:;’Yaﬁ R Rn % 0.2
c
1 -
| -
& -0.4—
i )
+ e A
n -0.6 —
RLuc8
-0.8 -

BRET2 No BRET

Figura 1.22. Ensayo TRUPATH. A) Fundamento tedrico del ensayo TRUPATH. B) Curva

concentracién-respuesta de la que se pueden inferir potencia y eficacia.
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Para ello, se sembraron células HEK293T (50.000 células/pocillo) en placas blancas de
96 pocillos polilisinadas. Tras 24 h, se realizd6 la transfeccidon de D3;R:Gaoa-
RLuc8:GBs:Gys-GFP2 en una proporciéon de 2:1:1:1 (7:1:1:1 para D3R-Y37374A ,D;R-
AG94ECH) utilizando TransIT® y se incubaron las células durante 48 h. Posteriormente,
se sustituyd el medio de cada pocillo por 90 pl de 1X de solucién salina equilibrada de
Hanks suplementada con 20 mM HEPES pH 7,4 y 7,5 uM de coelenterazina 400a y se
anadieron 10ul de agonista, previamente titulado con todas las concentraciones
deseadas. La senal se midié con un CLARIOstar (BMG Labtech) con filtros de emisién
de 400 nm (RLuc8-coelenterazina) y 498,5 nm (GFP2) a tiempos de integracién de 1,85
s. ELBRET neto se calculd dividiendo la sefial de GFP2 entre la sefial de Rluc8. Se utiliz6
GraphPad Prism 8.0.1 para el andlisis de datos. Los datos se normalizaron y se ajusté
una curva logistica de cuatro parametros a los datos. Los datos se presentan como
media * desviacién estandar de la media (SEM) de al menos tres experimentos
independientes realizados por triplicado técnico. Para el andlisis de datos se utilizé

GraphPad Prism 8.0.1.

2.7.2 Ensayo de cuantificacion de receptor en superficie

Para confirmar que las diferencias observadas en los ensayos funcionales se deben al
efecto del ligando con la variante del receptor y no a diferencias de expresion en este
trabajo se realiza una cuantificacion de la expresion en superficie del D3R en células
HEK293T. El ensayo de expresion en superficie se basa en la deteccidn especifica de
una etiqueta FLAG, que esta presente en el extremo amino terminal del DsR. Para ello,
se sembraron 50.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos previamente tratadas con
polilisina y se transfectaron al dia siguiente con PEI MAX® en una proporcion 2:1
(PEI:ADN). Tras 48 h, las células se lavaron con 1X PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 4 % durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de tres
lavados con PBS durante 5 minutos, las células se trataron con 100 yl de 1X PBS con 5
% de albumina de suero bovino (BSA) (p/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

A continuacién, las células se incubaron con 1X PBS-5 % BSA con un conjugado HRP

90



Capitulo Il. METODOLOGIA. FUNDAMENTOS TEORICOS Y PROTOCOLOS

anti-FLAG (1:10.000) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al no poder
atravesar la membrana plasmatica, el anticuerpo solo se une a aquellos receptores
presentes en la superficie celular. Tras dos rondas de lavado con PBS se afiadieron 50
plU/pocillo de sustrato HRP (Clarity Max™ Western ECL Substrate) y se incubaron
durante 5 minutos. Posteriormente, la placa se someti®6 a deteccién por
quimioluminiscencia utilizando un CLARIOstar (BMG Labtech). Para el analisis de datos
se utilizé GraphPad Prism 8.0.1. Se llevé a cabo la normalizacién de los valores de
qguimioluminiscencia respecto a D;sR WT. Los datos se presentan como media + SEM de

tres experimentos independientes realizados por triplicado técnico.
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3.1 Selectividad D3R vs D2R. Problema de farmacos actuales

Los GPCRs se han establecido como relevantes dianas terapéuticas para multitud de
enfermedades, siendo dianas terapéuticas para mas de un tercio de los farmacos
aprobados actualmente®. Sin embargo, la alta homologia estructural y de secuencia
que presentan algunos grupos de receptores, como los receptores aminérgicos,
dificulta el desarrollo de farmacos selectivos favoreciendo la union promiscua y
aparicion de efectos secundarios™. Los receptores aminérgicos incluyen 42
receptores (de dopamina, serotonina, (nor)adrenalina, histamina, acetilcolina y aminas
intermedias) que se caracterizan por presentar una gran similitud de secuencia,
existiendo entre los subtipos de receptores aminérgicos mas estrechamente
relacionados una identidad de secuencia superior al 80 % en los residuos del OBS®4. Un
caso extremo es el de D,R y D3R, que comparten un 100 % de identidad en el OBS,
siendo dificil la distincién farmacoldgica entre ambos receptores. En consecuencia,
ambos actian como dianas terapéuticas de farmacos antagonistas en el tratamiento de
esquizofrenia y farmacos agonistas para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson™3%(Figura I11.23). Sin embargo, a pesar de compartir OBS, D2R y D3R difieren
en sus niveles de expresion, localizacion y en sus propiedades de sefializacion®, lo que
indica el desempeno de roles funcionales Unicos en el cerebro. En concreto, ensayos
con modelos celulares y animales han demostrado en los udltimos afios un potencial
papel en neuroproteccion del Ds;R'2'8, Ello unido a una distribucién tisular mas
restringida®® ha elevado al D;R como una interesante diana terapéutica, con la que se

pueden disminuir los efectos secundarios manteniendo el efecto terapéutico.

Tradicionalmente, el desarrollo de farmacos selectivos para GPCRs aminérgicos se ha
respaldado en el cribado de grandes bibliotecas de compuestos, sin mucho éxito®. La
principal limitacién radica en la alta similitud en el OBS (idéntico para D,R y D3R), que
constituye el sitio de unién de la mayoria de los farmacos utilizados actualmente en la
clinica”'8-1®7_ También se han desarrollado moduladores alostéricos, permitiendo la
seleccion de distintas conformaciones de un GPCR sin interferir con la unién de

moléculas ortostéricas'@®. Sin embargo, su efecto depende de la presencia del ligando
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ortostérico, lo que limita potencialmente su uso en enfermedades como la enfermedad

de Parkinson donde hay un déficit de dopamina (el ligando endégeno).

AGONISTAS ——————— ANTAGONISTAS ——M8——
Mirapexin® Parlodel® Haldol® .
Mirapex® Le ® Vraylar® Risperdal® Serenace
i i ganto Reagila® Okedi® n
Sifrol® Requip® Kynmobi® Neupro® edi

Apokyn® Y
Ixense®

Clorazil®
Pramipexol Rapinirol Apomorfina Rotigotina Bromacriptina
pKiD3R=8,4-8,7 pKiD3R=7,7 pKiD3R=7,7 pKiD3R=8,4 pKiD3R=7,1-8,2
pKi D2R=5,1-7,4 pKiD2R=8,1 pKi D2R=7.6 pKi D2R=10,2 pKi D2R=7,3
Clozapina Cariprazina Risperidona Haloperidol

pKiD3R=5,7 pKiD3R=10,1 pKiD3R=7 pKiD3R=7,4-8,8
pKi D2R=6,2 pKi D2R=8,2 pKi DzR=9,4 pKiD2R=7,5-8,6

Figura 111.23. Ejemplos de farmacos utilizados actualmente en la clinica para el tratamiento
de esquizofrenia (antagonistas) y enfermedad de Parkinson (agonistas). Los valores de pK;

han sido obtenidos de la base de la base de datos de IUPHAR.

Una estrategia alternativa surge con la sintesis de compuestos que se unen
concomitantemente al OBS y a un sitio alostérico o secundario (SBP). Estos ligandos,
denominados ligandos bitopicos, estan constituidos por un farmacéforo primario que se
une al OBS y un farmacdforo secundario que interacciona con otra region del receptor,
menos conservada entre los diferentes subtipos de receptores. Ambos farmacéforos se
conectan a través de un enlazador, pudiendo la combinacién 6ptima de los tres
componentes lograr mejoras en la afinidad (debido a la utilizacién de mas de un sitio de
union) y la selectividad (debido a la uniéon del farmacdéforo secundario a un sitio
alostérico menos conservado) y todo utilizando una tnica molécula (Figura 111.24)8-191,
Sin embargo, la ausencia de informacién estructural sobre la unién del ligando al
receptor impide conocer las bases de su selectividad y la mejora racional de farmacos,
desconociéndose el sitio, modo de unién y el mecanismo de accion subyacente de
estos compuestos. La informacién estructural junto con la mutagénesis de los residuos
que conforman el OBS y SBP del receptor al que se une el ligando bitépico pueden
ayudar a descifrar los efectos predominantemente ortostéricos o alostéricos del ligando

bitépico en el receptor.
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Farmacoforo Conector Farmacoforo
primario secundario

Figura 1lIl.24. Estructura quimica de un ligando bitépico. Como ejemplo se muestra la

estructura del ligando bitépico FOB02-04A, utilizado en este trabajo’®.

En este capitulo se presenta la estructura por crio-ME del D;R humano unido a un
agonista bitépico (FOB02-04A) con cierta selectividad para D;R y acoplado a un
heterotrimero GaoPfy. FOB02-04A es una molécula bitdpica compuesta por un
farmacdforo primario no catecol basado en el compuesto PF592,379 (un potencial
farmaco agonista en D3R desarrollado por Pfizer para el tratamiento de la disfuncion
sexual femenina y la disfuncidn eréctil masculina) y un farmacéforo secundario con un
grupo indol-amida, ambos conectados por un enlazador ciclopropilo, cuya quiralidad se

optimizé para la unién y selectividad del ligando (Figura 111.24)%2,

Junto con ensayos funcionales, mutagénesis, estudios computacionales de
acoplamiento molecular y simulaciones de MD, en este capitulo se determina el modo
de union y las bases de la selectividad hacia D;R de este compuesto, asi como el
mecanismo de la selectividad del D;R a sefalizar por Go. El ligando FOB02-04A fue
sintetizado y proporcionado por Alessandro Bonifazi (miembro del grupo liderado por
Amy Newman-Instituto Nacional de Salud, Estados Unidos). Las simulaciones de MD y
de acoplamiento molecular fueron realizadas por Antonina Nazarova y Vsevolod

Katritch (Universidad del Sur de California, Estados Unidos).
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3.2 Determinacion estructural del complejo D:R:Gaopy:scFv16 unido a

FOBO02-04A por crio-ME

El complejo D3;R:GaoBy:scFv16 unido a FOB02-04A se produjo co-expresando el D3R
humano con la mutacion termoestabilizadora L34'W, la subunidad Gaoa dominante
negativa, GB1 y Gy, (C68S) en células de insecto Tni. Para validar la utilizacion del
constructo DsR L**'W se realizaron ensayos TRUPATH, confirmando una activacion
equivalente a la del DsR WT (Figura I11.25B). El scFv16 (producido y purificado por Angela
Carrién Antoli, miembro del grupo de investigacion) se incubd previamente con el
complejo D3;R:GaoBy unido a FOB02-04A antes de la cromatografia de exclusién
molecular (Figura l1I.25A). EL complejo puro se vitrifico en rejillas crio-ME y se recogieron

datos en un Titan Krios a 300 kV (ESRF, Grenoble).

A B
250- kDa 0.2- Log [FOB02-04A] (M)
200+ 91! Sorvif 150 - 0.0 ."’. T T T 1
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Y . —Ga ‘ 9,45+ 0,35 M
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20 —Gy2 0.6 T o .
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Figura 111.25. Purificacion del complejo D;R:GaoaBy:scFv16 unido a FOB02-04A y validacion
de la mutacion L**'W. A) Cromatografia de exclusion molecular del complejo
DsR:GaoaBy:scFv16 unido a FOB02-04A (panel izquierdo) y el gel SDS-PAGE “stain-free” con
fluorescencia superpuesta para D3R (acoplado a eGFP en su extremo amino terminal) (panel
derecho). B) Curvas concentracidn-respuesta de D:R WT (azul) y D3R L*#'W (naranja) obtenidas
tras la activacién con FOB02-04A en ensayo TRUPATH (mostradas como BRET netos). Los
datos representan las medias + SEM de cinco (n=5) y seis (n=6) experimentos independientes

realizados en triplicado técnico para DsR WTy D3R L*4'"W respectivamente.

Se recogieron 22.655 peliculas y tras corregir el movimiento y CTF, se identificaron las

particulas y se extrajeron para la realizacion de multiples clasificaciones 2D y 3D,
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utilizando en las rondas finales una mascara alrededor del receptor para distinguir
clases atendiendo a heterogeneidades del receptor, con lo que se consiguié un mapa
crio-ME con una resolucion global de 3,16 A. Sin embargo, la densidad del receptory el
sitio de union a ligando no eran déptimos, siendo esto un problema comun en las
estructuras de GPCRs, donde la interfaz con la proteina G suele estar mejor definida™:.
Para mejorar la densidad en el sitio de unién a ligando se recentré el mapa en el OBS
(Figura 1l1.26) y se realizaron clasificaciones 3D con mascara en el receptor o en el OBS

seguido de un refinado 3D de las particulas seleccionadas.

RESOLUCION (A)
Centrado por defecto

2,5

Re-centrado en OBS 3,5

4,5

Centrado por defecto Re-centrado en OBS

Figura 111.26. Efecto del centrado del sitio de union del ligando en la caja de crio-ME. A)
Cortes en 2D del mapa crio-ME tras refinar antes y después de recentrar las particulas en el
OBS. B) Resolucién local de los mapas de crio-ME (calculados con CryoSPARC) con una
ampliacion en el sitio de unidon del ligando antes y después del recentrado en el OBS. El centro

estd marcado con un punto verde en los cortes 2D y en los mapas 3D.

Esta estrategia nos permitio mejorar la densidad del sitio de unién del ligando (Figura
l11.26) y discriminar dos conformaciones para FOB02-04A, que diferian principalmente
en la posicion del farmacoforo secundario y los residuos circundantes. Se obtuvieron
dos mapas de crio-ME, denominados como Conformacién A y Conformacién B, a una

resolucion global de 3,05 Ay 3,09 A respectivamente (FSC=0,143) (Figura I11.27 y 111.28).
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Figura 111.27. Crio-ME para la obtencion del mapa del complejo D;R:Goa unido a FOB02-04A.
A) Diagrama de flujo del procesado de datos. B) Micrografia representativa (0,84 A/pixel) del

conjunto de datos recogidos. C) Promedios de clases 2D representativos del complejo D3R:Goa
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:FOB02-04A. Tamano de caja: 220 pixeles. D y E) Curva FSC de la reconstruccion final que
muestra una resolucién global de 3,05 A para la conformaciéon A (D) y 3,09 A para la
conformacién B (B). F y G) Estimacion de la resolucion local del complejo de D3R:Goaunido a
FOBO02-04A calculada por CryoSPARC para la Conformacion A (F) y Conformacion B (G). He l)
Distribucién angular de todas las particulas utilizadas en la reconstruccién final para la

Conformacion A (H) y Conformacion B (I).

Los dos mapas de crio-ME finales tenian una calidad suficiente para modelar el D3R, las
proteinas GaBy, el scFv16, y el ligando FOB02-04A (Figura I1.28 y Anexo |). Para ambos
mapas el Ds;R se modeld desde el residuo H29'32 (Conformacién A) o Y32'%
(Conformacion B) hasta el residuo C400 a excepcion del ICL3 (residuos 1223572 a

R323529).

Conformacion A

+FOB02-04A

" FOB02-04A

D E F Conformacion B

—— FOB02-04A FOB02-04Ae—

- T™1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6  TM7 H8
Gaop f?i_*
LSO —
4“#5’%‘ 2o
; R Bl
Gp1 -
FOB02-04A s Go a5

Figura 111.28. Calidad del mapa de crio-ME y ajuste del modelo de los complejos D3:R:Goa
unidos a FOB02-04A. A) Mapa de crio-ME del complejo D3;R:Gon unido a FOB02-04A

(Conformacion A) con ampliacién en el sitio de unién del ligando (vista desde arriba). B y C)
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Coordenadas de la Conformacién A (B) y ajuste del modelado de las hélices transmembrana de
Ds:R (amarillo), la hélice a5 de Goa (azul) y FOB02-04A (rojo) (C). D) Mapa de crio-ME del
complejo D3R:Goa unido a FOB02-04A (Conformacion B) con ampliacion en el sitio de unién del
ligando (vista desde arriba). B y C) Coordenadas de la Conformacion By ajuste del modelado de
las hélices transmembrana de D3R (amarillo), la hélice a5 de Goa (azul) y FOB02-04A (verde)
(C). Las densidades de crio-ME estan coloreadas segun la subunidad, con el ligando bitépico

coloreado en rojo (Conformacioén A) y verde (Conformacion B).

Ademas, no se encontraron moléculas de colesterol (o de CHS) o lipidos alrededor de la
parte transmembrana del receptor, lo que concuerda con las estructuras previamente
reportadas para D,R y D3R, difiriendo de las estructuras de receptores de dopamina D4R,

D4R Yy D5R

A continuacién, se decidié explorar las bases de la activacion de FOB02-04A en DsR.
Debido a que ensayos funcionales posteriores mostraron la Conformaciéon B como una
conformacién no productiva, se ha descrito una seccion especifica para esta

conformacion alternativa (seccion 3.6).

3.3 Activacion de D:R inducida por FOB02-04A

El complejo de D3R:GaoBy unido a FOB02-04A muestra la estructura caracteristica de
un complejo de GPCR acoplado a una proteina Gapy, observandose en el D3R los
cambios conformacionales candnicos de la activacion de GPCRs de clase A®°. Entre
estos cambios destaca el desplazamiento del residuo W342548 (“toggle switch”) y un
cambio conformacional de los motivos PIF (111834°, F338%44), DRY (D127%4°, R1283%°,
Y12935") y NPxxY (N37974°, P38075, Y3837-53), que terminan con una oscilacion de ~9 A
hacia fuera del extremo citoplasmatico de la TM6 y un movimiento hacia el nucleo del

receptor de la TM7 (Figura ll.29).
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ECL2 /r : D3R:Pramipexol

<\i ; ( M\ D3R:Eticloprida

“Toggle s -

switch” ® g?

“Toogle
switch”

Y38375°
(Motivo NPxxY)

H8

Vista lateral Vista desde abajo

Figura lll. 29. Activacion de D;R inducida por FOB02-04A. Se muestran dos perspectivas de
las estructuras en estado activo de D3R unido a FOB02-04A (amarillo) y pramipexol (naranja,
PDB 7CMU) junto con la estructura en estado inactivo de D3R unido a eticloprida (azul, PDB

3PBL). Los motivos conservados estan resaltados en morado.

A continuacién, para comprender los mecanismos moleculares subyacentes a la
activacion inducida por FOB02-04A, se estudid tanto el sitio de union del ligando

FOBO02-04A como la interfaz establecida por el receptor con la proteina G.

3.3.1 Interfaz Ds;R: GaoaPy. Estudio de las bases de la selectividad Go/G;i

La estructura determinada en este capitulo es la primera estructura de D3R unida a Go
reportada. En conjunto, el complejo es similar a estructuras previamente resueltas para
el DsR acoplado al heterotrimero G; en presencia de pramipexol (PDB 7CMU),
PD128907 (PDB 7CMV) y rotigotina (PDB 8IRT)'%”'85, observandose una raiz del error
cuadratico medio (RMSD) de 1,036 A para 1.022 Ca en la estructura de DsR unida a

pramipexol.

Estudios previos han demostrado que, aunque el D3R puede acoplar proteinas Go;, el

receptor se acopla preferentemente a Go'®. En efecto, ensayos TRUPATH con D3R en
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presencia de Go o Gi en células HEK293T confirmaron el acople preferencial a Go,
observandose una diferencia de potencia de ~ 135 veces entre Go y G; (Figura 111.30B). La
determinacion estructural del complejo de D3;R:Go nos permitid realizar una
comparacion con otras estructuras de D3R acoplado a G; resueltas a fin de encontrar
diferencias estructurales que explicasen esta preferencia funcional. En general, ambas
estructuras presentan un area de interfaz similar, observandose en el complejo DsR:Go
una interfaz de contacto ligeramente menor que en D3R:Gi(959,4 Az y 1051,8 Az para el
DsR acoplado a Go y Gj, respectivamente). Sin embargo, en los acoplamientos Go frente
a G; normalmente se observa un area de interfaz menor independientemente de la
selectividad™*'%5, Ademas, ambas estructuras presentan en la TM6 una oscilacién
hacia fuera similar independientemente del acoplamiento a Go 0 G;, lo que coincide con
estudios previos donde el mismo receptor acoplado a diferentes proteinas Ga mantiene

una oscilacién similar de la TM6'91%,

A (o] E
T - -
MG & D,R:Pramipexol )
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Figura 111.30. Acoplamiento de Go y Gia DsR. A) Comparacion de las estructuras de DsR unido a
pramipexol (PDB 7CMU) y FOB02-04A (vista desde arriba). B) Curvas concentracion-respuesta
de D3R en respuesta a la activacion de Goa y Giy por FOB02-04A utilizando el ensayo TRUPATH
(mostradas como BRET netos). Los datos representan las medias + SEM de cinco experimentos
independientes realizados por triplicado técnico. C) Comparacion de la interaccion carboxilo

terminal de la hélice a5 de G; (PDB 7CMU) y Go (D3R:Goa unido a FOB02-04A). D) Detalles de la
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interaccion del amino terminal de Go (turquesa) y G; (violeta) con el ICL2 de D;R. E)
Simulaciones de MD mostrando la interaccién de puente salino entre el grupo carboxilo del
residuo D341%"5'3 del extremo carboxilo de la hélice a5 de Go y el grupo guanidinio del residuo
R218%%8 (panel superior) y R222572 (panel intermedio) en el complejo DsR:Goa unido a FOB02-
04A. En el tercer panel se muestra la distancia observada mas cercana entre Q1394 en DsRy

la amina terciaria terminal de K32%""-%3de la hélice Gao en el extremo amino terminal.

Sin embargo, existen diferencias estructurales en las interacciones establecidas por la
hélice a5 carboxilo terminal de Go o Gi con Dz;R (Figura IlIl.30C). Para facilitar la
comparacion de residuos entre Go y G; se utilizard en este capitulo el sistema de
numeraciéon comun de proteinas Ga'¥, el cual permite asociar a cada residuo una
posicién relativa al dominio, el elemento de estructura secundaria y su posicion
especifica en la proteina Ga. En el caso de Go, el ultimo residuo (Y354%526) apunta
hacia la TM5 del receptor, mientras que su equivalente en G; (F354°%52¢) se encuentra
intercalado entre el residuo R323%%° y K345°H517 (este residuo es especifico de G, el
equivalente en Go es una alanina) (Figura 111.30C). Ademas, simulaciones de MD de
cinco réplicas independientes de 0,6 ps del D3R unido a FOB02-04A y acoplado a GaoBy
mostraron interacciones alternantes de puente salino entre el residuo de D341¢+H'3del
extremo carboxilo terminal de la hélice a5 de Go con los grupos de guanidinio de

R218%%8y R222572en D4R (Figura I11.30E).

Ademas, la comparacion estructural también revel6 diferencias en las interacciones del
ICL2 con Go y Gj, existiendo estudios previos que reportan los contactos de los ICLs
como determinantes para lograr la selectividad de Go en D;R'*'%8, En concreto, cuando
el receptor estd acoplado a Go, Q139%**se aleja de la hélice a5 para interaccionar con
K326:ms103en (a regidon amino terminal (Figura [11.30D). Dicha interaccién se confirmé en
simulaciones de MD permaneciendo la distancia de interaccion entre ambos residuos
constante a lo largo de las cinco réplicas (Figura 11.30E). Ademas, la interaccidn entre
Q144'°2 y E28°HN52gn |a regién amino terminal de G; se pierde cuando se acopla a Go
debido a la sustitucion del residuo E28%"N-52por una isoleucina, asi como a la ligera

diferencia en el posicionamiento de Go con respecto al receptor (Figura I11.30D).
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Figura 111.31. Comparaciéon de la interaccion Go vs Gi en Ds;R. A) Vista general de las
mutaciones seleccionadas de Go a residuos equivalentes de G; (resaltados en violeta). B)
Valores pECs, para D3R en respuesta a la activacion de mutantes Goa por FOB02-04A utilizando
el ensayo TRUPATH. Los datos se presentan como medias * SEM de tres (Goa 128%"N52E,
N1946:528302) ' Y354C8H5-26F) " cyatro (Goa-V334%H5%F, G350%H522D,) y cinco (Goa WT) experimentos
independientes realizados por triplicado técnico. *p < 0,05 (ANOVA unidireccional con analisis
post hoc de Dunnett) para G350°"22D (p = 0,048). C) Detalles de la interaccion a5 de Go
(turquesa, crio-ME; naranja, simulaciones de MD) y G; (violeta, PDB 7JVR) con el ICL2 de DsR
(amarillo, estructura de crio-ME; naranja, simulacion de MD) y DR (azul, PDB 7JVR). La
mutacion en el residuo G350°1°223 D en Go-MD se resalta en naranja oscuro y se muestra con

un asterisco.

Para entender los residuos responsables de la selectividad de D;R por Go se
modificaron los residuos Go presentes en la interfaz de D;R y Go y que diferian en la
proteina G; (I28E®HN52 N194L6s2s302  \/334FCH506  G350DC%H5%2, e Y354FCH52%)
sustituyéndolos uno a uno por sus equivalentes en G; (experimentos realizados por
Angela Carrion Antoli, miembro del grupo de investigacion) (Figura Il1.31A). Ensayos
TRUPATH mostraron que sélo la mutacion del residuo G350%%22, situado en el extremo
carboxilo de la hélice a5 de Go (D350%"522 en G;) presentaba un impacto significativo
sobre la potencia, definiendo por tanto este residuo como determinante para la
selectividad del DsR a Go (Figura l1.31B y Anexo Ill). El residuo G350%"22de Go
interacciona con el ICL2, pudiendo la presencia de un aminodcido mas voluminoso
(como el aspartato en G;) presentar impedimentos estéricos, dificultando el
acoplamiento. De hecho, simulaciones de MD sugieren la existencia de un segundo

rotdmero de H140%% en el ICL2 que ocupa el hueco dejado por G350°">22, Dicho
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rotdmero tendria impedimentos estéricos con la sustitucién G350D¢+"%22 presente en G;
(Figura lll.31C). En el caso de D;R (un receptor sin selectividad Gio), el ICL2 se
encuentra posicionado mas hacia fuera del nucleo del receptor, dando lugar a una
cavidad mas amplia y sin restricciones estéricas para el acoplamiento de Go 0 G en esta
posicion (Figura lll.31C). Por tanto, el ICL2 parece desempefiar un papel relevante en la

determinacion de la selectividad Gyoen el DsR.

3.3.2 Interaccion de FOB02-04A en D3R

La comparacion estructural del DsR con otras estructuras unidas a pramipexol (PDB
7CMU), PD128907 (PDB 7CMV) o rotigotina (PDB 8IRT) no mostraron cambios
conformacionales significativos en el D;R, observandose una RMSD de 0,535 A sobre
253 Ca con respecto a la unida a pramipexol. En cuanto al ligando, al contrario que el
pramipexol que sélo ocupa un 23 % del bolsillo ortostérico, FOB02-04A se extiende
mas alla del OBS y recorre un estrecho canal hacia el sitio alostérico, localizado en el
vestibulo extracelular, estableciendo interacciones principalmente con residuos de la
TM1-3 y la TM5-7, donde cada componente de la molécula bitdpica interacciona con

una region diferente dentro del bolsillo de D3R (Figura lll.32A-D).

Para correlacionar la informacion estructural con la actividad funcional, la mayoria de
los residuos implicados en la unién del ligando se mutaron a alanina (excepto G945,
qgue se elimind), y se midié la activacion inducida por ligando mediante ensayos
TRUPATH en células HEK293T (Figura 111.32E y Anexo Ill). Asimismo, se cuantificé la
expresion en superficie de cada mutante para garantizar que las diferencias funcionales

observadas no se debian a cambios en la expresién de las variantes (Figura I11.32l).

A continuacién, se describe el modo de unién del ligando bitépico y la contribucién de
cada componente a la unidén, estudiando las interacciones establecidas por cada
componente del ligando (farmacéforo primario, conector y farmacéforo secundario) en

el DsR.
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Figura 111.32. Interaccion de FOB02-04A en Ds;R. A) Union del farmacdforo secundario de
FOBO02-04A (rojo) a un bolsillo con forma de surco en el D;R (amarillo, representaciéon de
superficie) formado por ECL1 y TM1. B) Comparacion de la unién de FOB02-04A (rojo),
pramipexol (verde) y rotigotina (cian) en el bolsillo de DsR (amarillo, representacion de

superficie). Los circulos discontinuos indican el OBS, el SBP comun en receptores aminérgicos y
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el sitio SBPy-ci141. C) Esquema de la unidon de FOB02-04A en el bolsillo de union del ligando DsR.
D) Detalles de la union de FOB02-04A (rojo) en el D3R (amarillo) con densidad de crio-ME en
gris. E) Tabla resumen de los valores de pECso, Emax y €xpresion obtenidos para los constructos
utilizados. F) Detalles de la union de FOB02-04A (rojo) en el DsR (amarillo) con residuos en el
bolsillo de unién del ligando coloreados por efecto funcional cuando se muta a alanina: eficacia
disminuida - verde, potencia disminuida - azul y unién no detectable - rojo. G) Valores pECs, para
la mutacién de alanina de los residuos en el sitio de union del ligando en respuesta a la
activacion de Goa por FOBO02-04A utilizando el ensayo TRUPATH. *p < 0,05 (ANOVA
unidireccional con analisis post hoc de Dunnett) para D2R (p = 0,0081), V1113%A (p = 0,0049),
T115%¥A (p = 0,0074) e 1183*>%A (p = 0,0013) y nd - no detectable. H) Valores de En.x para la
mutacién de alanina de los residuos en el sitio de unién del ligando en respuesta a la activacion
de Goa por FOB02-04A utilizando el ensayo TRUPATH. Los valores de Enax S€ han normalizado a
DsR WT. *p < 0,05 (valor p de dos colas de pruebas de comparaciones multiples de Holm-Sidak)
para H29"%?A (p = 0,016), V86>¢'A (p = 0,026), F106>**A (p = 0,003), F346°%?A (p = 0,019). 1)
Valores de expresion en superficie obtenidos para los constructos D;R mutados en el sitio de
unién a ligando (normalizados a la expresién de D;R WT). Todos los datos de pECso Y Emax
presentados en la figura son medias + SEM de cuatro experimentos independientes (n = 4)
realizados en triplicados técnicos excepto para D1103%2A, S196°4CA, Y36573A, T3697°A,
W342548A y Y3737“°A (n=3), WT, V86%°'A, L89?%A, E90**°A, AG94FH', F346°°2@ (n=5) y
L119%4W, T1153%7a (n= 6).

La unién del farmacoforo primario en el OBS se caracteriza por la interaccion con el
residuo D110%32 (puente salino) y una cavidad formada por S192°4?, con el que
establece un puente de hidrégeno, S196°4¢, F345557, F346°%%, W342%4, V11133%,
T115%% e 11834>*2 (Figura l11.32C y D). Los ensayos funcionales revelaron la presencia en
el OBS de residuos criticos como D110332y W34254 no observandose actividad
detectable cuando se mutaban a alanina (Figura Ill.32E y F). El residuo D110%3? forma
una interaccién de puente salino con casi todos los agonistas en receptores
aminérgicos y W34254 es el residuo conservado “toggle switch”, esencial para la
activacion del receptor. Ademas, 1183%°%2 (en el ECL2), V1113*y T1153%% tuvieron un
impacto significativo en la potencia del agonista cuando se mutaron a alanina (Figura
[11.32G). En concreto, el residuo V11133 es especificamente relevante para la activacion

mediada por FOB02-04A ya que su mutacion no tiene un impacto en la activacion del
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DsR inducida por pramipexol, rotigotina, y PD128907"%"'%, A su vez, T115%% es relevante
para la activacion inducida por FOB02-04A, algo que también ocurre en presencia de
pramipexol pero no con PD128907 y rotigotina'®”'8, Por otro lado, la interaccion
funcional del ligando bitépico con S192°4?parece tener una importancia reducida para
la unién de FOBO02-04A (Figura 11.32E), lo que contrasta con la mayoria de agonistas de
receptores dopaminérgicos, donde la mutacion del residuo S192%4? a alanina tiene un
gran impacto funcional. Sin embargo, se ha descrito que los agonistas no catecélicos
(como FOB02-04A) no dependen en gran medida del residuo S192%4?para la unién y la
activacion, siendo asi S192%4? importante para la unién de dopamina, pero no por
ejemplo para el pramipexol'®”’. Por otro lado, en el bolsillo de D3R se localiza una region
hidrofébica conservada entre T36972°y F345%%" que estd ocupada por el grupo
propilamina de rotigotina, pramipexol y PD128907, mientras que apenas esta ocupada
por un grupo metilo de FOB02-04A (Figura 111.33). Esto puede explicar la falta de efecto
de F345°%%'A sobre la activacion por FOB02-04A. Posiblemente, la incorporacién de un

grupo hidrofébico mayor en esta posicién podria mejorar su unién al bolsillo.
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Figura 111.33. Comparacion del sitio de unién en Ds;R para FOB02-04A (rojo), rotigotina (azul)
y pramipexol (verde). La ampliacion muestra el sitio hidrofébico conformado por F345%%'y

T3697%.
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Ademas, se evaludé con simulaciones de MD la interaccién de puente salino entre el
grupo amina trans-ciclopropilo de FOB02-04A o el grupo amino del pramipexol y el
grupo carboxilo de D110332en D3R, sugiriendo una interaccién mas robusta de FOB02-
04A con D3R que pramipexol. Con pramipexol, tres de las cinco trayectorias MD
mostraron desviaciones sustanciales en la interaccion equivalente al puente salino, asi
como en la distancia de interaccion entre S196°% en D;R y el grupo amino de
pramipexol (Anexo V). Dado que el pramipexol y el FOB02-04A tienen afinidades de
union similares, la propensién del pramipexol hacia la disociacion observada durante
las simulaciones de MD sugiere tasas de asociacion y disociacién mas rapidas. Esto
concuerda con el tamafo de los agonistas, siendo el FOB02-04A mas grande y por ende

requiriendo tiempos mas largos para la asociacion y la disociacion.

Por su parte, el conector de FOB02-04A, que enlaza ambos farmacoéforos, interactta
con residuos del bolsillo secundario comun en receptores aminérgicos, una regiéon no
explotada por pramipexol y PD128907, pero ocupada por el grupo propiltiofeno en
rotigotina (Figura 111.32B). Este bolsillo estd formado por los residuos V862¢', F106328,
T3697%, e Y3734y se ha propuesto que tiene diferente plasticidad conformacional
entre los receptores de dopamina’®, lo que podria explicar la selectividad de los
distintos ligandos. En el caso de FOB02-04A, tres residuos mostraron una reduccion
significativa de la actividad cuando se mutaron a alanina: Y3733, F10632® y V862", La
variante Y373743A mostré una actividad no detectable en presencia de FOB02-04A v,
aunque se sabe que este residuo es relevante para mantener la geometria del residuo
D1103%, esencial para la unién de agonistas a través de un puente salino, su mutacion
no tiene un efecto tan pronunciado en la activacion mediada por el pramipexol, la
dopamina o el PD128907 como en la activacién mediada por la rotigotina o FOB02-04A.
Esto sugiere un papel de este residuo en la unioén y/o funcién de la molécula bitdpica al
receptor. Ademas, las mutaciones a alanina de F106%?®y V862" mostraron una eficacia
reducida (Figura 11I.32H). Es probable que este efecto sea especifico para FOB02-04A,
ya que la variante V862%'A no redujo la eficacia del pramipexol'?’. Por tanto, el enlazador
que conecta ambos farmacdéforos no actia como mero conector, sino que presenta un
papel activo en la unién del FOB02-04A a Ds;R. De hecho, se ha reportado

recientemente una importante contribucion del conector a la uniéon de moléculas
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bitdpicas, observandose efectos especificos sobre los farmacdéforos primarios, los
receptores, la cinética de activacion del transductor y el sesgo que dependen

exclusivamente de las interacciones establecidas por el conector’®.

Por ultimo, el farmacéforo secundario del ligando FOB02-04A interacciona con una
region en forma de surco en la parte extracelular del receptor (denominada de ahora en
adelante como SBP2c11-1), que esta formada por las regiones extracelulares de la TM1,
TM2 y ECL1 (Figura IlI.32A y 1lI.34A). A diferencia de las estructuras anteriormente
reportadas del DzR tanto en estado activo como inactivo, en esta estructura
(Conformacién A), los residuos extracelulares mas externos de la TM1 sufren una
reorganizacion que posiciona el grupo imidazol del residuo H29'-2 hacia el grupo indol

del farmacoéforo secundario del bitépico (Figura 111.34A).
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Figura 111.34. Contribuciéon de H29'32a la activaciéon de DiR inducida por FOB02-04A. A)
Modo de unién general de la molécula bitépica al DsR y ordenamiento de TM1 tras la unién
bitépica. FOB02-04A (rojo) se muestra en estructuras superpuestas de D3R unido a eticloprida
(cian, PDB 3PBL) y FOB02-04A (amarillo). B y C) Frecuencia de interacciones entre el grupo
carboxilo de E90%**y el N(g) protonado de H29"*2con FOB02-04A (B) y pramipexol (C). D)
Curvas de concentracion-respuesta de DsR H29'*2A (naranja), H29"?F (rosa), H29'*K
(amarillo) y H29"*?R (verde) tras la activacion de Goa por FOB02-04A (mostradas como BRET

netos). Todos los datos son medias = SEM derivadas de tres experimentos independientes (n =
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3), cada uno realizado por triplicado técnico, excepto para H29"?A (n = 4). E) Valores de Emax
para DsR H29 "32A y H29"*?F tras la activacion de Go, mediante ensayos TRUPATH en presencia
de pramipexol o quinpirol. Los valores de En.x se han normalizado a la actividad de DsR WT en
presencia de FOB02-04A y derivan de cuatro experimentos independientes realizados en
triplicados técnicos (n = 4) excepto para H29"%2F (n = 3) (valor p de dos colas de pruebas de

comparaciones multiples de Holm-Sidak).

Dada la ausencia del residuo H29'*? en las estructuras de crio-ME o cristalinas
precedentes de D3R, se confirmd la orientacion del grupo imidazol de H29'32 con
simulaciones de MD. El andlisis de cinco simulaciones paralelas de 0,6 ps reveld una
localizacién mdas consistente de H29'*2entre TM2 y TM7 cuando el D3R estd unido a
FOBO02-04A en relacién con pramipexol. En esta conformacidn, la cadena lateral H29'%2
se dirige hacia el SBP2.ec11-1, interaccionando con el farmacoéforo secundario del ligando
bitépico FOB02-04A. Por otro lado, aunque el nitrégeno del imidazol en H29'*y el
grupo carboxilo del residuo E902¢° estdan demasiado lejos para establecer fuertes
interacciones polares o idnicas, el complejo D3R con el ligando bitépico FOB02-04A
mostro una distribucion de distancias mas estrecha que en el complejo con pramipexol
(Figura 111.34B). Ademas, en presencia de FOB02-04A, el nitrégeno del imidazol de
H29"* interactua de forma consistente con el oxigeno del esqueleto peptidico de E90%¢°
(Anexo IV). Por el contrario, cuando se forma un complejo con pramipexol, tres de las

cinco trayectorias muestran que esta distancia supera sistematicamente los 10 A.

En conjunto, se muestra que mientras que en el complejo de D3R unido a FOB02-04A la
cadena lateral de H29'%? estd predominantemente posicionada en el SBP,.gcii-1
(estabilizada por el ligando), en el complejo unido a pramipexol la cadena lateral de
H29'32 apunta hacia fuera, probablemente debido a la ausencia del farmacéforo

secundario en pramipexol.

Por su parte, la mutaciéon de H29'*? por alanina supuso solo una ligera reduccion en la
potencia (~ 3 veces en ECs) pero una disminucion significativa en la eficacia de FOB02-
04A (Figura 1I1.34C). Para comprender el papel de H29"*2en la unién del ligando, se

muté a residuos con diferentes propiedades fisicoquimicas y tamafos (aparte de la
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alanina), incluyendo H29'32F, H29"%K y H29'%?R. Mientras que la variante H29'32K
mostré una eficacia reducida similar a la H29'%2A, tanto la H29'*?F como la H29"32R
mostraron una mayor reducciéon de la eficacia, probablemente debido a posibles

choques estéricos con el farmacoéforo secundario del agonista bitépico (Figura I11.34C).

Como control, la activacién mediada por pramipexol en la variante H29"%?F fue similar a
la observada para el WT, mientras que en presencia de FOB02-04A se observé una
eficacia reducida, demostrando un rol adicional de H29'32 para la activacién mediada
por FOB02-04A. Sin embargo, ensayos con la variante H29'%2A en presencia de
pramipexol y quinpirol (agonista clasico de D,R y DsR que no interacciona con el SBP)
también mostraron una eficacia reducida (Figura I11.34D). Por tanto, este sitio podria ser
estructuralmente importante para la activacién del receptor, pudiendo su mutacién no
sélo alterar la interaccién con FOB02-04A si no también distorsionar el bolsillo de unién
del D3:R. De hecho, tanto en la estructura de crio-ME como en simulaciones de MD se
observé que el H29"32forma una red de enlaces de hidrégeno con el E902¢°, existiendo
estudios previos que reportan cdmo residuos en los sitios mas extracelulares pueden
tener un impacto en la funciéon intrinseca del receptor®®. Por lo tanto, no se puede
descartar que los efectos funcionales de las variantes H29"*2sobre la activacion del

receptor puedan contener contribuciones no relacionadas con la unién del ligando.

Ademas de la mutacion en H29'32 los ensayos funcionales muestran como varios
residuos en el SBP modulan la eficacia de FOB02-04A (Figura lIl.32H), siendo
probablemente el enlazador y la conformacion del farmacéforo secundario éptimos
para posicionar el farmacdforo primario, consiguiendo una eficacia maxima en el OBS y
pudiendo las mutaciones alrededor del SBP restringir las conformaciones del
farmacadforo primario de FOB02-04A a alternativas menos eficaces. De hecho, estudios
previos han descrito cémo ligeras variaciones en la posicién del farmacéforo primario
en el OBS del D3R podrian modular la eficacia del compuesto?'. Asi, los ensayos
funcionales muestran una marcada segregacién de los papeles funcionales de los
residuos que interaccionan con cada componente de la molécula bitdpica,
encontrandose mutaciones que disminuyen significativamente la potencia (>100 veces

la ECso) principalmente en el OBS mientras que las mutaciones en el SBP disminuyen
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principalmente la eficacia de FOB02-04A. Esto sugiere que el farmacéforo secundario
influye en el posicionamiento éptimo del farmacoforo primario para la actividad. En
concreto, la deleciéon de G94f°', que impide que el ECL1 alcance el farmacéforo
secundario, es esencial para la actividad de FOB02-04A, no observando actividad
detectable en ensayo TRUPATH (Figura 111.35). Un estudio previo reporté que G94E°" era
esencial para la unién de una molécula bitépica similar, sin embargo, sélo se observo
una reduccioén de la afinidad (utilizando ligandos radiactivos y fluorescencia) mientras
gue en nuestros ensayos la actividad es nula. Esto sugiere que FOB02-04A podria
potencialmente seguir uniéndose a la variante AG94E°" (aunque con menor afinidad)
pero no desencadenar ninguna activacidon detectable, por lo que es probable que
G94E°t! determine la afinidad y la eficacia del ligando. Para garantizar que la variante
AG94“ " era funcional, se probd la activacién de AG94E°' con quinpirol observandose
respuesta en ensayo TRUPATH y resaltando asi el efecto especifico de la mutacién

sobre la funcion del ligando bitopico FOB02-04A (Figura 111.35).
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Figura II1.35. Activacion de la variante AG94%°"" inducida por FOB02-04A (azul oscuro) y
quinpirol (azul claro). Curvas de concentracion-respuesta para DsR AG94E°! tras la activacion
de Goa mediante ensayos TRUPATH en presencia de FOB02-04A y quinpirol. Todos los datos son
medias * SEM derivadas de cinco (n=5) y cuatro (n=4) experimentos independientes para DsR

AG94E° en presencia de FOB02-04A y quinpirol respectivamente.

Por tanto, el agonista bitopico FOB02-04A utiliza los tres componentes para

interaccionar con el receptor, donde cada componente contribuye con una interaccion
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esencial que, si se altera, puede eliminar la activacién inducida por el ligando en su
conjunto, mostrando que la interaccién del ligando bitdpico es una interaccién
coordinada y en bloque, donde los tres componentes son interdependientes para la

unién a DsR.

3.4 Bases de la selectividad de FOB02-04A en D3:R/Dz:R

Adhikari y colaboradores reportaron en células HEK293T una selectividad de unién 50
veces superior de FOB02-04A en D3R con respecto a D,R™2. Dado que la cuantificacion
de la selectividad hacia los receptores depende del ensayo y de las condiciones, se
midi6 la selectividad hacia DsR y D;R de FOB02-04A utilizando ensayos TRUPATH,
confirmando la selectividad 50 veces mayor del FOB02-04A en D3R (Figura I11.36B). En
concreto, los residuos G94f°t' y H29'32 dentro del SBPaecis1 forman una region
estructural y secuencialmente diversa entre D3R y D2R (Figura [11.36A). EL ECL1 del D3R
alberga un residuo extra de glicina que esta ausente en el D,R (93GGV95 en el D;R
frente a 98GE99 en el D;R), lo que permite que esta regién interactie con el farmacdéforo
secundario en el DsR y no en el D,;R. De hecho, la supresion de la glicina extra G94E°t en

D3R anula la activacién inducida por el ligando FOB02-04A.

Ademas, en paralelo al desarrollo de FOB02-04A, Adhikari y colaboradores generaron
otros compuestos con el fin de ganar en selectividad D;R/D:R. Entre ellos se encontré el
ligando bitopico AB04-88, de estructura quimica muy similary, sin embargo, con menor
selectividad (Figura 111.36C)"*2. Dado que el AB04-88 se origina a partir de los esfuerzos
por desarrollar agonistas selectivos de D;R/D:R, se puede obtener informacién
adicional sobre la selectividad bitdpica comparando los modos de union de los ligandos
FOBO02-04A y AB04-88. Para ello se resolvio la estructura por crio-ME del complejo D;R
unido a AB04-88 (presentado en capitulo 4) y se confirmé una selectividad D;R/D2R de
tan solo 12 veces utilizando ensayos TRUPATH. La comparacion estructural revela que
la selectividad mejorada de FOB02-04A se origina a partir de las interacciones del
farmacdéforo secundario con la region extracelular mas externa que involucra a G94Ect!

(que estad ausente en D,R) y H29'32 en TM1, una regién que se ordena en una
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conformacion helicoidal en presencia del ligando bitépico FOB02-04A para apilarse
sobre el grupo indol del farmacoéforo secundario (Figura I11.36D). En la estructura del
complejo D3R unido a AB04-88 (capitulo 4), el grupo indol del farmacdéforo secundario
estd posicionado en una orientacion ligeramente diferente, y se encuentra mas
perpendicular a G94f°“" en comparacion con FOBO02-04A, generando menos
interacciones con el residuo G94E°" (Figura 111.36D). De hecho, la eliminacién de G945
solo conduce a una menor eficacia en ensayos TRUPATH, mientras que dicha
interaccién es critica y esencial para la activacion inducida por FOB02-04A (Figura
I11.36E). Adema3s, la TM1 se desplaza hacia afuera del nucleo del receptor, debido a la
torsion de la TM7 o al posicionamiento mas bajo del grupo indol de AB04-88. Esta
reorganizacion aleja a la TM1 del nicleo del receptor y probablemente coloca a H29"32

demasiado lejos para ordenarla y establecer interaccion con el ligando AB04-88.

A B c AB04-88 FOB02-04A
A
ECL1
0.2 Log [FOB02-04A] (M)
Farmacéforo
Z secundario
& \
) &\
\RZ
o e o
f - -
) 1]
,." < Conector
-
¥ w
™1 74
4 1]
Farmacdforo
primario
™3 C 0.8
D E 821 Log [Ligando] (M)
ECL1
20 H29"
oo ﬁ“” S Go4 V'
& o
=
9 |7}
c
() -
=2 B o4 - oRwr \T
] o - D,R 4G94 (AB04-88) T T‘;
a 06= M- D;R AGY4"C!' (FOB02-04A) o 551
A / ]
™A ™3 ™ FOB02-04A AB04-88 08

Figura 111.36. Contribucion de G94%°' a la selectividad DsR/D,R. A) Comparacion de las
regiones TM2-ECL1 y TM1 en D3R (amarillo) y D2R (azul) dentro del alcance de FOB02-04A
(rojo). B) Curvas de concentracion-respuesta para D3R y DR tras la activacién de Goa mediante
ensayos TRUPATH en presencia de FOB02-04A. Todos los datos son medias = SEM derivadas
de tres (n = 3) y cinco (n=5) experimentos independientes para D2R y D3R respectivamente. C)
Comparacioén de las estructuras quimicas de FOB02-04A (rojo) y AB04-88 (azul). Ambos

comparten farmacoforos y difieren en el conector, de tipo ciclopropilo en FOB02-04A y butilo
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para AB04-88. D) Comparacion del modo de unidon de FOB02-04A (rojo) y AB04-88 (azul) en
DR (rosa). E) Curvas de concentracion-respuesta para D;R AG94E°H tras la activacion de Goa
mediante ensayos TRUPATH en presencia de FOB02-04A y AB04-88 (mostrados como BRET
neto). Todos los datos son medias + SEM derivadas de cinco experimentos independientes (n =

5) excepto para D3R AG94ECH" con AB04-88 (n=3).

Por tanto, la falta de contactos con el residuo H29'%?y los contactos mas débiles con
G94ECt! probablemente expliquen la menor selectividad de AB04-88 en comparacion
con FOBO02-04A, posicionando a G94ft" como el residuo mas critico para la

selectividad entre DsRy D2R.

3.5 Diversidad del SBP2.ecL1-1 €n otros receptores aminérgicos

Existen 9 grupos de subtipos de receptores aminérgicos (clinicamente relevantes)
estrechamente relacionados (receptores muscarinicos Mi.s, receptores adrenérgicos
Q1a-1D, Q2a-2c, B1-3, receptores de dopamina D4 y Ds, D,-Dy, receptores de histamina Hz y H,
y receptores de serotonina 5-HT1a.1r, 5-HT2a-2c) para los que la similitud de secuencia
plantea problemas a la hora de desarrollar ligandos selectivos®. La selectividad puede
surgir de la diversidad de secuencias, la divergencia estructural y las diferencias en la
plasticidad estructural. A través del alineamiento de secuencias y considerando la
creciente disponibilidad de estructuras de GPCRs, se evalud si el sitio SBP2ecii-1
constituye un nuevo punto de alta diversidad, con potencial para el desarrollo de
farmacos selectivos en otros GPCRs aminérgicos. Primero se comparé el complejo de
DsR unido a FOB02-04A con estructuras de otros receptores aminérgicos unidos a
ligandos bitépicos (Figura 111.37A). Algunos ejemplos incluyen el D2R unido a espiperona
(PDB 7DFP), risperidona (PDB 6CM4) o haloperidol (6LUQ) y el receptor de serotonina
5HT:a unida a aripiprazol (7E2Z), IHCH-7179 (8JT6), Vilazodona (8FYL) o buspirona
(8FYX). Una superposicién estructural de estos complejos muestra que ningun otro
ligando interacciona con los residuos equivalentes a G94t°' 0 H29'2en el DR o en el
receptor de serotonina 5-HT1a. El modo de unién mas cercano seria el de la vilazodona

en el receptor de serotonina 5HT+4, donde el grupo amida terminal de la vilazodona esta
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cercano a N100°" (el equivalente de G94), aunque queda fuera de la distancia de

interaccion.
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Figura 111.37. Diversidad del SBP..ec.11 €n receptores aminérgicos. A) Comparacion de las
regiones TM2-ECL1 y TM1 en D3R (amarillo) y D2.R (azul) dentro del alcance de FOB02-04A
(rojo). B) Sitios de unidn relativos de otros ligandos bitdpicos unidos a D2R (haloperidol (PDB
6LUQ), espiperona (PDB 7DFP), risperidona (PDB 6CM4) y al receptor de serotonina 5-HTia
(aripiprazol (PDB 7E2Z), IHCH-7179 (PDB 8IT6), vilazodona (PDB 8FYL) y buspirona (PDB
8FYX)), mostrados en la estructura de crio-ME de FOBO02-04A:Ds;R. C) Alineamiento de
secuencias de las regiones TM1 y TM2-ECL1 en GPCRs aminérgicos con residuos alrededor del
SBP,.ecL1-1 sefialados con un recuadro morado. La conservacién de la secuencia esta codificada
por colores (gradiente de rojo oscuro a azul oscuro, mostrando residuos altamente conservados
y no conservados respectivamente). D-G) Diferencias estructurales en el sitio SBP2.eci 11 €ntre

receptores adrenérgicos estrechamente relacionados (D, E) y receptores de serotonina (F, G).

El analisis del SBP,ci1-1€n otros receptores aminérgicos mostré que esta region es

variable ya sea en secuencia, estructura o ambas dentro de la mayoria de los subtipos
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de receptores aminérgicos (Figura 111.37). El grado de diversidad en el SBP.eci1-1varia
dentro de cada subfamilia, siendo los receptores muscarinicos los menos variables,
encontrandose la TM1 demasiado separada en todas las estructuras para contribuir
mientras que la posicidon equivalente a G94f°" solo es diferente en el receptor
muscarinico Mz (N1315°"), al contrario que en los receptores muscarinicos My, My, My y
Ms donde el residuo es una glicina. Sin embargo, existen marcadas diferencias en otros
subgrupos. Por ejemplo, los grupos de receptores de serotonina 5-HT, y 5-HT, muestran
una secuencia o estructura variable en la posicion equivalente a G94E° mientras que la
TM1 esta demasiado alejada (Figura Ill.37E y F). Ademas, un estudio reciente reporté la
estructura de los cinco receptores de dopamina (D:R-DsR) unidos a rotigotina
identificando esta region del SBP,.eci1-1como la mas variable entre ellos. Por otro lado,
los receptores adrenérgicos a.a2c presentan diferencias en la posicion equivalente a
G94E°) lo que podria contribuir potencialmente a la interaccion especifica en cada
receptor con potenciales ligandos. Asi, mientras que la TM1 en el receptor adrenérgico
azs estd muy separada, en el receptor adrenérgico a., es mas larga, pudiendo
potencialmente contribuir con interacciones a través de la cadena principal de Y43,
mientras que en el receptor ac, el extremo amino terminal se pliega sobre el sitio TM2-
ECL1 proporcionando residuos especificos adicionales (Figura 111.37D). Por su parte, en
los receptores adrenérgicos 13, la region de TM2-ECL1 también presenta divergencias
estructurales y de secuencia que podrian utilizarse para disefiar moléculas bitopicas

altamente selectivas para cada subtipo (Figura 111.37C).

Por tanto, el sitio SBP2-¢c11-15€ define como una regidon de selectividad importante, que
puede ser utilizada para el desarrollo de farmacos selectivos para cada subtipo,

permitiendo explotar nuevas areas de selectividad.

3.6 Conformacion alternativa de FOB02-04A

En paralelo al procesado de los datos recogidos del complejo de DsR:GoaBy:scFv16
unido a FOB02-04A, simulaciones de acoplamiento molecular revelaron dos posibles

conformaciones para el ligando bitépico que luego fueron confirmadas por crio-ME
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(Figura 11.38 y Anexo V). En la conformacion alternativa, denominada Conformacion B,
se observa que el grupo indol del farmacéforo secundario interactia con un bolsillo
menos hidréfobo definido por las cadenas laterales polares de los residuos S1824'51,
Y3657, asi como de los residuos V3605t y P362722, denominados en adelante
SBPeci2-ecis. En particular, las interacciones de apilamiento T-1t entre la parte indol de
FOBO02-04A e Y3657*°estabilizan la Conformacién B (Figura I11.38). Simulaciones de MD
confirmaron que el indol del farmacéforo secundario de FOB02-04A oscila entre el
SBP:.eci1-1 (Conformacion A) y el SBPecio-ecis (Conformacion B), no siendo esta nueva
conformacidn tan selectiva como la Conformacion A ya que todos los residuos que
forman el sitio de unién se conservan entre DR y D3R (Anexo V). En concreto, el analisis
de simulaciones de MD basadas en la proximidad entre el farmacéforo secundario y el
residuo E902%%°y el residuo Y365’* mostraron que la Conformacién A, que interactia
con SBP.eci1-1, €S predominante con una prevalencia estimada del 90 %, en contraste
con el 10 % observado para la Conformacién B, que se dirige a la region SBPeci2-ecis
(Figura 111.38D). Con estos resultados, se intentd identificar la Conformacion B dentro
del conjunto de datos de crio-ME, obteniendo un modelo con una resolucion de 3,09 A
en el que el ligando se presentaba en una conformacion alternativa. En este modelo, la
densidad de crio-ME respalda la segunda conformacion para el farmacoéforo secundario
de FOB02-04A, observandose interacciones de apilamiento -1t con el residuo Y3657-3°
de una manera similar a la encontrada en las simulaciones de acoplamiento moleculary
de MD (Anexo V). Ademas, en este mapa de crio-ME los residuos extracelulares de TM1
(incluida la H29'*?) no estadn resueltos, lo que concuerda con las estructuras
previamente reportadas de D3R unidas a pramipexol, rotigotina y PD128907, sugiriendo
qgue la union del farmacéforo secundario al SBP».eci1-1 estabiliza la conformacion de la
TM1 descrita anteriormente. Ademas, como se observé en simulaciones de MD, en crio-
ME también se identificé un predominio de la Conformacidn A sobre la B (~ 60 % vs 40

%).
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Figura 111.38.Conformacioén A vs Conformacion B. A y B) La densidad de crio-ME se muestra
como una malla gris para la Conformacion A (A) y la Conformacién B (B) con ambas
conformaciones FOB02-04A superpuestas. C) Poses de unién predichas para FOB02-04A en
D3R obtenidas por simulaciones de MD que muestran la Conformacién A y la Conformacion B
con interacciones intramoleculares mostradas como lineas discontinuas negras. D) La dinamica
de interaccién entre E90%*°y el farmacéforo secundario de FOB02-04A comparada con la
distancia de proximidad entre D3R Y3657*y el farmacéforo secundario de FOB02-04A sugiere
que FOB02-04A adopta predominantemente la Conformacién A sobre la B. Se muestran datos

de cinco simulaciones independientes del complejo D3;R:GaoBy, que abarcan 0,6 ps.

Para comprender el papel de la Conformacién B en la funcion de FOB02-04A, se
realizaron ensayos TRUPATH con la variante Y3657%°A, que afecta exclusivamente a la
Conformacién B, obteniendo una respuesta similar a la observada con D;R WT (Figura
[11.32E y Anexo ). Sin embargo, la variante AG94&°" (que sélo afecta a la conformacion
A) eliminé por completo la disociacion de Gapy. Estos resultados sugieren que el
ligando bitopico puede comportarse como un antagonista/agonista parcial débil cuando
esta en la Conformacién B. Esto correlacionaria con la observacién previa de que la
posicion del farmacdéforo secundario es altamente relevante para el posicionamiento
Optimo y la eficacia del farmacdforo primario. De hecho, en la Conformacién B se
observa un giro menor del farmacoéforo primario en el OBS con respecto a la
Conformacién A, y se ha demostrado que modificaciones menores en la posicion del
ligando en el OBS del D3R regulan la eficacia del ligando?®'. Sin embargo, no se puede
descartar que sea una consecuencia de la baja resolucién del mapa. Otra posibilidad es
gue la Conformacidén B sea un agonista, pero que se trate de una conformaciéon muy
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poco poblada (del 10 % segun las simulaciones de MD) y con una afinidad demasiado

baja para ser detectada en ensayos funcionales.

Ademas, se evalud si la Conformacion B podria estar ocurriendo en D;R (donde no
existe el residuo G94t°! de D3R ni un equivalente a H29'%2)-Sin embargo, la variante
Y4087°A en DR (la tirosina equivalente a Y365 en D3R) no resulté en una pérdida de
sefalizacién (Figura Ill.32E), lo que sugiere que existen modos de unidn alternativos en
D,R ademas de los presentados como Conformacién A y B. Ello concuerda con la
naturaleza plastica descrita para DR, siendo el modo de unién de esta molécula

bitopica a D,R dificil de predecir y requiriendo por tanto de la determinacién estructural.

En cualquier caso, la determinacién de una segunda conformacién antagonista/no
selectiva de la molécula bitépica FOB02-04A sugiere que la posicion del farmacéforo
primario en el OBS parece alterarse facilmente (al menos para el D3R en el caso de
FOBO02-04A), lo que disminuye la eficacia del agonista. Esto debe de ser considerado en
el desarrollo de moléculas bitépicas selectivas de subtipo, ya que las moléculas
bitopicas tienden a ser grandes y flexibles, pudiendo las conformaciones alternativas no
productivas ocultar conformaciones altamente especificas y potentes en ensayos
funcionales. Asi, la determinacién estructural de receptores unidos a ligandos bitopicos
podria arrojar informacion estructural adicional permitiendo mejorar el desarrollo de

estos farmacos.

3.7 Diseno racional de farmacos selectivos a D3R basados en la

estructura del complejo D3R:Goapy:scFvl6 unido a FOB02-04A

La identificacion del nuevo SBP,.ec 11, que confiere a FOB02-04A selectividad por el D3R
especialmente a través de la interaccion con los residuos H29'-%2y G94EC! ha guiado el
disefio racional basado en la estructura para la sintesis de nuevos compuestos con
mayor selectividad. Alessandro Bonifazi y colaboradores han sintetizado moléculas a
partir del ligando FOB02-04A intentando fortalecer la interaccion con el SBP2.gci1.1,

especialmente con H29'32, En concreto, todos los nuevos compuestos generados
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presentan una alteracién del farmacéforo secundario, sin embargo, estas
modificaciones no se muestran explicitamente en esta tesis por motivos de proteccion
intelectual, ya que solo se han obtenido datos preliminares de ellos. Alessandro Bonifazi
y colaboradores en el NIH han realizado ensayos de unién por radioactividad de estos
ligandos, observando que estas modificaciones incrementan la afinidad de los nuevos
ligandos por el D3R y la empeoran para D;R, observandose un incremento global en la
selectividad de unién con respecto a la que se observé inicialmente con FOB02-04A

(Figura 111.39).

1.32
Cgogeent = Goqteti \H2e' %)

SBP.

2-ECL1-1

Compuesto K, DR (nM) K,D,R (nM) Selectividad (K, D,R/K; D;R)

w FOBO02-04A 1,85+0,37 87,8+9,81 47,46
AB13-46A 0,448 £ 0,095 107 £8,12 238,8
AB13-73A 0,803 0,209 166 18,2 206,7
r’” AB14-30 3,08 £0,354 949 = 3,08 308
“TC"' AB13-74A 0,456 + 0,0563 50,6 5,98 111

FOBO02-04A

Figura I11.39. Estructuras quimicas y afinidades de compuestos disefiados tomando como

molécula de origen FOB02-04A.

Para confirmar la selectividad y evaluar la eficacia de las nuevas moléculas se
realizaron ensayos TRUPATH para DsR y DR en presencia de los nuevos compuestos.
Resultados preliminares sugieren una selectividad aumentada por D3R para todos los
compuestos probados (AB13-46A, AB13-73A y AB13-74A), observandose un aumento
en la potencia tras activacién de D3R (Figura 111.40). Ademas, también disminuye la
potencia de todos los compuestos para D,R, observandose una selectividad D;R/D2R de

hasta mas de 100.000 veces.
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Figura 111.40. Curvas de concentracidon-respuesta para D;R WT tras la activacion de Goa
mediante ensayos TRUPATH en presencia de AB13-46A, AB13-73A y AB13-74A. Todos los

datos son medias + SEM derivadas de tres experimentos independientes (n = 3).

Estos resultados preliminares sugieren que los nuevos agonistas podrian ser los
primeros compuestos capaces de distinguir farmacolégicamente con alta selectividad
a D3R y D2R y que el SBP,.1.eci1 puede ser explotado para el desarrollo de farmacos
selectivos. La confirmacion estructural a través de crio-ME con los nuevos compuestos

unidos a D;R demostraria esta hipdtesis.

3.8 Discusion

Los receptores aminérgicos son dianas farmacologicas de gran relevancia, pero la gran
similitud de secuencia y estructura dentro de la familia plantea un gran desafio para el
desarrollo de farmacos selectivos para los subtipos de receptores®. En concreto, la
falta de ligandos con alta selectividad para D;R hace que la evaluacion del papel
bioldgico (y terapéutico) del receptor sea un desafio, siendo la expresidon del D;R en

cerebro mucho mas abundante®.

En este trabajo se ha reportado la estructura de crio-ME del D;R humano en complejo
con el agonista bitdpico selectivo de D;R, FOB02-04A, y acoplado a un heterotrimero
Go. FOB02-04A se une al D3R con los tres componentes (farmacoforo primario,
conector y farmacéforo secundario) de manera coordinada interaccionando mas alla

del OBS y estableciendo interaccion con un nuevo SBP,ec11-1que confiere a FOB02-04A
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selectividad por el D;R. Ademas, este SBP.eci1-1 €5 una fuente de selectividad también
en los receptores aminérgicos, al ser una region extracelular de alta variabilidad de
secuencia y estructural pudiendo utilizarse potencialmente para desarrollar ligandos
selectivos de otros subtipos de receptores. Especialmente interesante es la
contribucion de la TM1 a la unién del ligando, ya que es la region transmembrana con
mayor diversidad de secuencias en GPCR, que rara vez contribuye a la unién del ligando

y que podria utilizarse para el desarrollo de farmacos selectivos.

Las principales limitaciones que surgen en el desarrollo de estas moléculas residen en
su tamafo, lo cual puede comprometer su farmacocinética para su aplicacion
terapéutica, mas alla de su utilidad en ensayos in vitro y en la necesidad de una
interaccidén coordinada entre sus componentes que permita la interaccion éptima del
farmacdforo primario con el OBS, evitando una pérdida de eficacia. Por ejemplo, en este
trabajo se ha identificado una conformacion alternativa donde el farmacéforo
secundario interacttia con el SBPeci2-ecis perdiéndose las interacciones con el SBP.gci1-1
y apareciendo una conformacidn no productiva. Ademas, ensayos TRUPATH muestran
una marcada segregacion en los roles funcionales de los residuos en el sitio de unién a
FOBO02-04A donde las mutaciones que afectan la potencia se localizan principalmente
en el OBS mientras que las mutaciones que afectan la eficacia se encuentran en el SBP.
Por tanto, el farmacdéforo primario, el conector y el farmacéforo secundario no deben
tratarse como entidades separadas cuando se desarrollan moléculas bitépicas
especificas, sino que deben considerarse como un uUnico ente, requiriendo el disefo
racional de estas moléculas bitépicas de un equilibrio entre tamano, eficacia y
selectividad, siendo la determinacion estructural de complejos con ligandos bitdpicos
una importante herramienta para el desarrollo de este tipo de moléculas. Ello se
demuestra en este capitulo, donde se disefia a partir de la estructura conseguida por
crio-ME nuevos ligandos bitdpicos, mostrando resultados preliminares mejores perfiles

en la selectividad D3;R/D2R de uniény a nivel funcional.

Ademas de la regidon SBP..eci1-1 identificada en este trabajo, un estudio reciente que
describe las estructuras de los cinco receptores de dopamina (D1R-DsR) apunta hacia el

residuo H®% como clave para la selectividad, ya que este residuo cambia la
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conformacion entre receptores tipo D, de una manera dependiente del agonista’®. En
este caso, el residuo H®**se encuentra demasiado distante para establecer interaccion
con FOB02-04A, sin embargo, las moléculas con interacciones combinadas en H®%y el
SBP..ecii-1tienen el potencial de producir moléculas altamente selectivas dentro de los
receptores tipo D,. Dichas moléculas podrian ayudar a mejorar los tratamientos
actuales dirigidos al D3R, un objetivo actual para la enfermedad de Parkinson y otros
trastornos neuroldgicos y neuropsiquiatricos, incluidos los trastornos por consumo de

sustancias.

3.9 Conclusiones

En base a lo presentado en este capitulo, se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

i) Se identifica un sitio de selectividad en Ds;R (SBPa.ecii-1) que requiere de una
reorganizacién de la parte extracelular de la TM1, no considerada hasta ahora en el
desarrollo de farmacos y que es divergente en secuencia y/o estructura para otros
receptores aminérgicos pudiendo ser potencialmente explotada para el desarrollo de

farmacos mas selectivos.

ii) Se presenta la primera estructura de D3R acoplada a Go, permitiendo el estudio de las
bases estructurales que rigen el acoplamiento diferencial de Goy Gi en DsR. Analisis
estructurales y funcionales muestran la relevancia de las interacciones establecidas
por la hélice a5 de la proteina G y los ICLs en la selectividad entre diferentes proteinas

G.

iii) Existe una segregacion funcional en el sitio de unién a ligando en D3R donde residuos
ubicados en el OBS influyen en la potencia y residuos del SBP en la eficacia, lo que ha
de tenerse en cuenta para el desarrollo de moléculas bitdpicas con perfiles

farmacoldgicos especificos.
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iv) La unién del ligando bitépico FOB02-04A deber ser considerada como una unién
coordinada y en bloque, donde el conector no actia como mero enlazador, si no que
influye en la orientacion del ligando y su funcidn, siendo esta informacion relevante para

el desarrollo de otras moléculas bitépicas.

v) La existencia de conformaciones alternativas en moléculas bitépicas puede modular
la potencia y eficacia observadas, sirviendo la determinacién estructural para la

identificacion y optimizacién del disefio de este tipo de ligandos.

vi) Se presentan datos preliminares para huevos compuestos disefiados racionalmente
con alta selectividad entre D3R y D2R, mostrando la determinacidn de esta estructura
(donde se observa un reordenamiento de la TM1) una alta relevancia para el disefio de

mejores moléculas selectivas.
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4.1 Sesgo en la senalizacion de D3R

Los GPCRs sefalizan principalmente a través de proteinas G o B-arrestinas, pudiendo la
unién de ligandos en el receptor estabilizar conformaciones especificas que favorezcan
la interaccién con un transductor con respecto a otro, modulando asi la respuesta
celular®. La identificacion de ligandos capaces de modular selectivamente ciertas vias
de sefalizacién dependientes de receptor, asi como el estudio del mecanismo de
accion de estos ligandos, son necesarios para diseccionar las respuestas celulares que
subyacen a la activacion de proteinas G o B-arrestinas. Ademas, al modular de manera
selectiva las diferentes rutas de senalizacion activadas por el receptor, estos ligandos
presentan un enorme potencial terapéutico permitiendo separar los efectos
terapéuticos de los efectos secundarios, actuando sélo a través de la ruta que confiera

los efectos terapéuticos?®2.

Para el D3R se han descrito ligandos con sesgo a B-arrestina y proteina G, observandose
perfiles de sefalizacidon diferentes. Por ejemplo, algunos antipsicéticos de segunda
generacion actualmente utilizados en la clinica (quetiapina, roxindol, aripiprazol) se han
reportado recientemente como agonistas de D3R con sesgo a arrestina, promoviendo
los farmacos la activacion de ERK a través del reclutamiento de B-arrestina 2 en células
HEK293 y la modulacidn de la actividad de los canales de calcio CaV3.2 en neuronas
del cértex prefrontal de ratén?®3. Por otro lado, se ha demostrado que ligandos con
sesgo a proteina G en D3R son capaces de mejorar el rendimiento en tareas cognitivas
en modelos de rata y primate no humanos de la enfermedad de Parkinson y de reducir la
discinesia inducida por levodopa en ratas hemiparkinsonianas?**2%5, Sin embargo, las
bases de los mecanismos que rigen el sesgo hacia la activacion de proteina G o B-
arrestina en D3R se desconocen, lo que dificulta el disefo racional de este tipo de

farmacos con selectividad funcional.

La determinacién estructural de receptores unidos a ligandos con sesgo funcional
permitira establecer las bases para el disefio racional de farmacos con mejores perfiles

terapéuticos, asi como herramientas que permitan el estudio funcional de las diferentes
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vias de sefalizacion activadas por el receptor. En este capitulo se describe la
determinacion estructural por crio-ME de un complejo de D3R acoplado a trimero GaoBy
y scFv16 unido a un agonista con sesgo a proteina G (AB04-88) en D3R en células
HEK293'%2, Junto con ensayos TRUPATH y simulaciones de MD se determina el modo
de unién del ligando AB04-88 y se establecen las bases estructurales y funcionales del
sesgo observado. El ligando AB04-88 fue sintetizado y proporcionado por Alessandro
Bonifazi (miembro del grupo liderado por Amy Newman-Instituto Nacional de Salud,
Estados Unidos). Los ensayos de reclutamiento de pB-arrestina estan en curso
(colaboraciéon con Hideaki Yano-Universidad Noreste de Baltimore, Estados Unidos).
Los ensayos de MD estan siendo realizados por Tomek Stepniewski (miembro del grupo
liderado por Jana Selent-Instituto Hospital del Mar de Investigaciones Biomédicas,

Espafa).

4.2 Determinacion estructural del complejo D:R:GaoBy:scFv16 unido a

ABO04-88 por crio-ME

Adhikari y colaboradores mostraron que el ligando bitépico AB04-88 favorece una
sefalizacion mediada por proteina G en D3R principalmente debido a una disminucion
en la capacidad para reclutar B-arrestina con respecto a lo observado para quinpirol

(ligando de referencia) en células HEK293 (Figura IV.41)%2,

Activacion Reclutamiento
proteina G B-Arrestina

Quinpirol 8,53 £0,08 8,36 £ 0,09
AB04-88 9,34 £ 0,09 7,03+0,1

Figura IV.41. Seializacion sesgada a proteina G mediada por AB04-88. Tomando como
ligando de referencia el quinpirol, AB04-88 presenta una potencia 6,5 veces mayor para la
activacion de la proteina Go (2,95 nM y 0,5 nM para quinpirol y AB04-88 respectivamente) y 21
veces menor para el reclutamiento de B-Arrestina (4,4 nM y 93,3 nM para quinpirol y AB04-88

respectivamente)’®?.
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Para comprender las bases estructurales del sesgo observado en el ligando AB04-88 se
determind por crio-ME la estructura del complejo D3R:GoaBy:scFv16 unido a AB04-88.
Para ello, se co-expresod el D;R WT, la subunidad Gaoa dominante negativa, GB1, Gy.y
scFv16 en células de insecto y se purificd en presencia del ligando bitépico AB04-88
para su determinacién estructural por crio-ME (Figura IV.42). Se recogieron 18.941
peliculas en un Titan Krios a 300 kV obteniendo tras el procesado de los datos un mapa

del complejo a una resolucién global de 3,4 A (FSC=0,143) (Figura IV.42y IV.43).
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~
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Figura 1V.42. Crio-ME para la obtencion del mapa del complejo D;R:Goaunido a AB04-88. A)
Diagrama de flujo del procesado de datos. B) Micrografia representativa (0,84 A/pixel) del
conjunto de datos AB04-88:D3;R:Goa recogidos utilizando un Titan Krios con un detector K3.

Escala: 0,05 pm C) Promedios de clases 2D representativos de los datos recogidos para
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D;R:Go:AB04-88. Tamano de caja: 220 pixeles. D) Distribucion angular de todas las particulas
utilizadas en la reconstruccion final. E) Curva FSC de la reconstruccion final que muestra una
resolucion global de 3,4 A. F) Estimacién de la resolucién local del complejo DsR:Goa unido a

ABO04-88 calculada por CryoSPARC.

Durante el procesado, se observé una alta heterogeneidad en la densidad del receptor,
especialmente en la TM7. Para mejorar la calidad del mapa en el sitio de unidn al ligando
se repitid la estrategia empleada en el capitulo 3, realizando un recentrado del mapa en
el OBS y una posterior clasificacion y refinado 3D consiguiendo una mejora de la
densidad en esa zona. Finalmente, se modeld el mapa mas homogéneo, con una

resolucion global de 3,4 A (Figura IV.43).

A AB04-88 B AB04-88
scFv16 scFv16

AB04-88 AB04-88 Gy2

=

e
4 -
20448

"

XY
VAT
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ANAAA
AN

UARAN Y
DANA
PV
7

M3 ™4 M5 ™6 ™7 H8 Goas AB04-88A

-

™1 ™2

Figura IV.43. Complejo de crio-ME de AB04-88 unido a D;R:Goay:scFv16. A) Mapa de crio-
ME del complejo DsR:GoaPy:scFv16 unido a AB04-88. B) Estructura modelada de
DsR:Goafy:scFv16 unida a AB04-88. C y D) Vista desde arriba del mapa crio-ME de AB04-88
unido a D3R:Goay:scFv16 (C) y de la estructura modelada (D). E-F) Densidad y modelado de
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los dominios transmembrana de D3R (D), la hélice a5 de Goa (E) vy el ligando bitépico AB04-88
(F).

La densidad de crio-ME permitié el modelado de todos los componentes del complejo,
en el D;R desde el residuo Y32'* hasta el residuo L398%%® a excepcion del ICL3
(residuos 1223%7® a R323%%) (Anexo Il). En este caso, tampoco se encontraron
moléculas de colesterol (o CHS) o lipidos alrededor de la parte transmembrana del

receptor.

4.3 Activacion inducida de AB04-88 en el D3R

El alineamiento estructural del complejo D;R:GaoPy unido a AB04-88 con la estructura
en estado inactivo de D;R (PDB 3PBL) muestra una activacion tipica de los GPCRs,
observandose el caracteristico desplazamiento hacia el exterior de la TM6 (9,564 A
desde el Ca de R3235%) y hacia el nucleo del receptor de la TM7. Ensayos TRUPATH
mostraron que AB04-88 actlia como agonista total para el D3R, con una pECs, de 8,73 =
0,23 M (Figura IV.44D). Para determinar qué residuos del sitio de unién son importantes
para la activacion del D;R mediada por AB04-88 se mutaron todos los residuos
circundantes por alanina (a excepcién del G94, que se elimind) y se evaluo la capacidad
de cada mutante para activar el receptor mediante ensayos TRUPATH (Figura IV.44E y
Anexo VI). Ensayos de expresién en superficie (presentados en el capitulo 3)

confirmaron una expresion equilibrada de los mutantes.

ABO04-88 establece interacciones principalmente con residuos de las TM2-3 y TM5-7,
extendiéndose mas alla del sitio ortostérico (Figura IV.44A-C). El AB04-88 posee dos
farmacdforos conectados por un enlazador en el que cada uno de los componentes
interactua con diferentes regiones del receptor. El farmacoforo primario de AB04-88 se
une al sitio ortostérico, formado por S192°4?, S193%4%, S196°4, F3455°", F346°%°,
W342548 (“toggle switch”), V111333 T115%% 18352y D110%% con quien establece un
puente salino a través del grupo amino. La mutacién a alanina del residuo D110%%,

altamente conservado en otros receptores aminérgicos, eliminé la capacidad del D;R de
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ser activado por AB04-88, confirmando la importancia de esta interaccién conservada
para ligandos de receptores de dopamina. La mutacién a alanina de W342%8 (“toggle
switch”) también resultd en una pérdida casi total de la actividad de D3R, demostrando
el papel esencial del "toggle switch" en la activacién del receptor, un mecanismo
conservado en otros GPCRs de clase A°. Ademas, la variante T115%%A resultd en una

reduccion significativa de la potencia del ligando (Figura IV.44E).
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Figura 1V.44. Sitio de unién de AB04-88 en Ds;R. A) Unién de AB04-88 (azul) en el bolsillo de
D3R (rosa, representacion de superficie). B) Detalles de la uniéon de AB04-88 (azul) en el D3R
(rosa). La malla gris representa la densidad del mapa de crio-ME observada para el ligando
AB04-88. C) Esquema de la unién de AB04-88 en el bolsillo de unién del ligando D;R. D) Tabla

resumen de los valores de pECso y Emax Obtenidos para los constructos utilizados. Los colores se
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basan en los efectos de las mutaciones sobre la actividad del receptor: naranja para la actividad
reducida y verde para la actividad aumentada. Definiciones: ND-no detectable; A-diferencia
calculada entre el mutante y el WT. E) Valores pECs, obtenidos para los constructos de D3R
mutados en el sitio de unién a ligando en respuesta a la activacion de Goa por AB04-88
utilizando el ensayo TRUPATH. *p < 0,05 (ANOVA unidireccional con andlisis post hoc de
Dunnett) para D110%32A (p < 0.0001) T115%*¥A (p = 0,0139) con nd=no detectable. F) Valores
Emax Obtenidos para los constructos de D;R mutados en el sitio de union a ligando en respuesta a
la activacion de Goa por AB04-88 utilizando el ensayo TRUPATH. *p < 0,05 (pruebas de
comparaciones multiples de Holm-Sidak con valor p de dos colas) para L89%*%°A (p = 0,026),
AG94E°H (p = 0,029), S193%4A(p = 0,025), W342548A (p = 0,025). Todos los datos de PECso Y Emax
presentados en la figura son medias *+ SEM de tres experimentos independientes (n = 3)
realizados en triplicados técnicos excepto para L89%%A, 1183%52A, F34555'A, Y3657%A y
T3697%°A (n=4).

Por su parte, el conector butilo de AB04-88 interacciona con regiones de TM2, TM3 y
TM7 estableciendo interacciones con los residuos V862¢', F1063%28, Y3657, T3697* e
Y3737, La mutacién a alanina del residuo Y3737“*redujo a mas de la mitad la eficacia
de AB04-88 en D3R, lo que contrasta con lo observado en Ds;R en presencia de
pramipexol y PD128907, donde se describe una pérdida significativa de potencia o
incluso una pérdida total de actividad con FOB02-04A vy rotigotina, siendo el residuo

Y3737 determinante por su interaccion con el D1103%,

Por ultimo, el farmacdéforo secundario de AB04-88 interactua principalmente con la
parte extracelular de TM2 y ECL1, incluyendo L8974, E90%%5y G945 (Figura IV.44By
C). Para todas ellas se observé una disminucion en la eficacia de AB04-88, siendo esto

especialmente evidente para las variantes L89%54A y AG94Ect!,

En conjunto, se observa que las mutaciones en residuos del sitio ortostérico suponen
una pérdida en la potencia de AB04-88 mientras que mutaciones en las regiones
extracelulares dan lugar a una pérdida de eficacia (Figura IV.44E). Esta segregacion
funcional ya fue observada en presencia del ligando bitépico FOB02-04A (capitulo 3),

confirmando que las interacciones mediadas por los farmacéforos y el conector en
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ligandos bitdpicos no son independientes, sino que contribuyen a un modo de union

Unico.

4.4 Bases del sesgo a proteinas G en D:R mediado por AB04-88

Ademas del tipico desplazamiento de la TM6 asociado a la activacién del receptor, se
ha descrito que los GPCRs son proteinas altamente dindmicas existiendo un equilibrio
entre multiples estados conformacionales, algunos de los cuales se asocian a un
acoplamiento preferencial a proteinas G®%742%6-209, Para determinar el origen del sesgo
mediado por AB04-88 en D3R se realizaron ensayos TRUPATH utilizando como agonista
de referencia el quinpirol, mostrando los resultados una activacion de proteina G
equivalente para ambos ligandos. Por su parte, Hideaki y colaboradores han confirmado
una disminucion en el reclutamiento de B-arrestina mediado por D3R unido a AB04-88
con respecto al quinpirol, lo que sugiere que este fendmeno es el principal responsable

del sesgo, coincidiendo con lo reportado’?.

Debido a que la estructura de D3R con pramipexol ya esta reportada, se escogié como
ligando de referencia el pramipexol, a fin de poder realizar un analisis estructural,
presentando el pramipexol una respuesta equivalente a la del quinpirol para las dos vias
de sefalizacién, actuando como un ligando equilibrado (sin sesgo)?'%2"". El alineamiento
estructural revela que mientras que el pramipexol se localiza en el OBS, AB04-88 se
extiende mas alla del sitio ortostérico estableciendo una interaccion directa con la
region superior de la TM7, lo que también se observé en simulaciones de MD (Figura IV.
45E). En concreto, mientras que con pramipexol se observa que el residuo Y3657%
establece una interaccién inter-hélice con el residuo H%%®, en presencia de AB04-88,
Y3657% se desplaza para interaccionar con el ligando, alejdndose de H®°® (Figura
IV.45B). Esto concuerda con un estudio reciente donde la union en el D4R del ligando
PWO064, capaz de inducir la activacién a proteina G (mediciéon de AMPc) pero no de B-
arrestina, presentaba fuertes interacciones hidréfobas del ligando con el residuo F7-352'2,
Ademas, otros estudios han demostrado que los residuos en TM6 y TM7 son

importantes para la activacion preferente de la proteina G en el receptor de serotonina
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5HT.2"3, el receptor py opioide®', el receptor de esfingosina-1-fosfato?'® y el receptor 1
de quimiocinas?®®, sugiriendo un importante papel de la interaccién entre la TM6y TM7
en la activacion sesgada. Por su parte, interacciones del ligando con H®% se han
definido como determinantes para la eficacia de ligandos, pudiendo la modificaciéon de
estas interacciones modular la activacion de una via de sefializacién u otra?'®. Para
dilucidar si estas diferencias son relevantes en el estudio de posibles mecanismos
responsables del sesgo en D3R se estan realizando ensayos de reclutamiento de -
arrestina en D3;R que permitan la comparacién y cuantificacion del sesgo para las dos

vias (en colaboracién con Hideaki Yano).

Ademas de diferencias en el receptor, también se explord si la union de AB04-88 podria
conducir a un acoplamiento diferencial de la proteina G. El alineamiento estructural del
complejo de D3R:Goa unido a AB04-88 con D;R:Giy unido a pramipexol (PDB 7CMU)
mostré una disposicién similar, observandose ligeras diferencias en la orientacién de la
proteina G y en los contactos establecidos por el amino terminal y la hélice a5 de la
proteina G con el receptor. Sin embargo, no se puede descartar que las diferencias
observadas sean una consecuencia de la utilizacion de dos proteinas G diferentes y, por

tanto, su implicacién en el sesgo debe ser explorada.
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Figura IV.45. Modo de unién de ligandos sin sesgo (pramipexol) y ligandos con sesgo a
proteina G (AB04-88 y SK-609) en Ds;R. A) Comparacion de las estructuras quimicas de AB04-
88 (azul), SK-609 (verde) y los ligandos sin sesgo pramipexoly quinpirol (gris). B) Union de AB04-
88 (azul) y pramipexol (amarillo) en DsR. C) Prediccién de las interacciones establecidas por SK-
609 en D3R segun simulaciones de MD de 1pus. D) Esquema de union de SK-609 en el bolsillo de
unién del ligando D;R. C y D son iméagenes derivadas de?"’. E) Frecuencias de interaccion
derivadas de simulaciones de MD del complejo D3;R:Goar en presencia de AB04-88 segun
simulaciones de MD de 1ps. F) Tabla resumen con valores de pECso y Emax Obtenidos en ensayos

TRUPATH para D3R en presencia de quinpirol, AB04-88 y SK-609.

A continuacion, para determinar si en el D3R se podria definir mas de un mecanismo de
sesgo o0 si existe un patrén comun, se intentd la determinacién estructural del complejo
D3R acoplado a proteina GaoBy y scFv16 unido a otro compuesto estructuralmente
diferente a AB04-88 pero también reportado con sesgo a proteina G (SK-609) (Figura
IV.45A). En concreto, se ha descrito que SK-609 presenta una senalizacién sesgada a
proteina G debido a un menor reclutamiento de B-arrestina?°2s, En el laboratorio se
confirmd que la activacion de proteinas G mediada por la unién de SK-609 a D;R era
equivalente a la observada con el quinpirol o pramipexol (Figura IV.45F). Sin embargo, la
obtencién de un modelo 3D a alta resolucién del complejo no fue posible, observandose
clases 2D de complejos de baja calidad y un alto grado de disociacién de trimero,
pudiendo la cinética de disociacion del ligando o el proceso de vitrificacion haber
afectado a la determinaciéon estructural. Segun los ensayos funcionales, SK-609
presenta una Emax algo menor (~80%), lo que también pudo afectar a la formacion del
complejo con el trimero, habiéndose reportado previamente una relacion entre la
eficacia de los agonistas y la estabilidad de los complejos para su resolucion estructural
por crio-ME?'®. A pesar de no ser capaces de determinar la estructura del complejo, un
estudio reciente ha demostrado a través de simulaciones de MD que SK-609 ocupa el
bolsillo ortostérico del D3R y que el grupo amina del ligando interactia con el residuo
Y3657 a través de un puente de hidrégeno, algo que no se observa en presencia de

pramipexol (Figura IV.45C y D)?".
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En conjunto, estos resultados sugieren que una interaccion en el bolsillo extracelular
con residuos de la TM7 podria inducir un cambio en la parte intracelular del receptor que
derive en un menor reclutamiento de B-arrestina (Figura IV.46A). Para confirmar esta
hipotesis se realizd un alineamiento estructural del receptor unido a AB04-88 con una
estructura en estado inactivo (PDB 3PBL) y otra unida a pramipexol (PDB 7CMU),
observandose en efecto diferencias estructurales en la region intracelular de la TM7-H8,
indicando una conformacion activa diferente para el complejo D;R unido al ligando
bitépico AB04-88 con respecto al DsR unido a pramipexol (Figura IV.46B). En esta region
se localiza el motivo NPxxY, uno de los motivos mas conservados en GPCRs, descrito
como esencial para la activacion®. En concreto, tras la activacién del receptor, la
tirosina Y”-*del motivo NPxxY cambia su conformacién de rotdmero y se dirige hacia la
TM3 mejorando el empaquetamiento de TM3y TM7 y promoviendo el movimiento hacia
el ndcleo del receptor de la TM7. Por otro lado, la asparagina N”“° se transloca hacia el
residuo D?%° favoreciendo el colapso del sitio de unién a sodio (presente en estado
inactivo), lo que origina la salida del catidon que actia como modulador alostérico
negativo®. Sin embargo, la unién de AB04-88 en D;R muestra una activacion atipica del
D:R donde se observa una disposicion diferente para el residuo N”#°, mas orientado
hacia TM2 mientras que la prolina P3807°° del motivo NPxxY permanece en una

conformacidn similar a la presente en la estructura inactiva (Figura I[V.46A y B).

Ademas, simulaciones de MD muestran una mayor dindamica en la regién intracelular de
la TM7 en presencia de AB04-88, alternando entre dos conformaciones (~25 % y ~24
%), con la segunda presentando una disposiciéon de la prolina P3807*° similar a la
presente en la estructura en estado inactivo (Figura IV.46G). La alta movilidad de la TM7
también se observé durante el procesado de datos de crio-ME, al presentarse una
mezcla de conformaciones del dominio transmembrana en diferentes mapas. Esto
coincide con un estudio previo en el receptor adrenérgico B. donde la isoetarina (un
agonista con sesgo a B-arrestina) prolonga el tiempo de permanencia de TM7 en la
conformacién activa, mostrando la relevancia de la interaccién de la TM7 con B-

arrestina, y no siendo esencial para el acoplamiento de proteina G*'°.
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Por otro lado, la densidad de crio-ME para la regién de la H8 presentd un alto nivel de
ruido, lo que sugiere una mayor dinamica de esta region pudiendo esto influir en el
reclutamiento de la B-arrestina. De hecho, aunque los sitios de unidn de la proteina Gy
las B-arrestina se solapan en gran medida, sélo la B-arrestina interacttia con ICL1-H8%2°,
De hecho, un estudio reciente ha asociado un cierre de la hendidura entre H8 e ICL1 con
una inhibicién de la senalizacién de B-arrestina en el receptor p opioide, relacionando
asi esta region como critica para el reclutamiento de B-arrestina®'. Adicionalmente,
otro estudio reportd a través de simulaciones de MD un papel regulador de la H8 en el
reclutamiento de B-arrestina y cdmo cambios en su dindmica influyen en el

reclutamiento de la proteina transductora®®.
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Figura IV.46. Analisis de la region intracelular de la TM7-H8 en Ds;R unido a AB04-88. A) D;R
(rosa) unido a AB04-88 (azul) y con la TM7 y H8 resaltadas en amarillo. La flecha azul indica la
transmisién del cambio conformacional hacia la regién intracelular de la TM7-H8. En verde, se
sefala el motivo NPxxY. B) Anélisis estructural del motivo NPxxY en el complejo de Ds:R:GaoBy
unido a AB04-88 (rosa), pramipexol (PDB 7CMU, naranja) y eticloprida (PDB 3PBL, gris). Las
flechas negras hacen referencia a los movimientos asociados a la activacion del receptor. C y D)
Valores pECso (C) y de Emax (D) obtenidos para los constructos de D;R mutados en la region

intracelular de TM7-H8 en respuesta a la activacion del Goa por AB04-88A utilizando el ensayo
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TRUPATH. *p < 0,05 (para valores pECso ANOVA unidireccional con andlisis post hoc de Dunnett
y para En. pruebas de comparaciones multiples de Holm-Sidak, valor p de dos colas) para
N3794°A. E) Expresién normalizada con respecto al DsR WT de los constructos DsR mutados en
la regién intracelular de la TM7-H8. F) Tabla resumen de los valores pECso, Emaxy €xpresion
obtenidos para los constructos de DsR mutados en la region intracelular de la TM7-H8. Los
colores se basan en los efectos de las mutaciones sobre la actividad del receptor: naranja para
la actividad reducida y verde para la actividad aumentada. Definiciones: ND-no detectable; A-
diferencia calculada entre el mutante y el WT. Todos los datos presentados en la figura son
medias * SEM de tres experimentos independientes (n = 3) realizados por triplicado técnico
excepto para E389%4° (n=4). G) Simulaciones de MD mostrando las principales conformaciones
exploradas para la region intracelular de la TM7. Las conformaciones se obtuvieron agrupando la
posicion de los residuos 37774 a 38784, con un limite de RMSD = 1 A. Se muestran vistas desde

el lateral y desde arriba. Como referencia, se muestra la posicion de P3807-*° (amarillo).

Para dilucidar el rol que presentan los residuos de la region intracelular de la TM7 y H8
en el acoplamiento de proteinas G, se llevaron a cabo ensayos TRUPATH donde los
residuos N37974° (NPxxY), F3867%5, N387847, 1388848 y E389%4°se mutaron a alanina. La
mutacion por alanina del residuo N3797“° resulté en una pérdida casi total de la
actividad del D;R, demostrando que es esencial para la senalizacion por proteinas G
(Figura IV.46F). La activacion de N387%4’A por AB04-88 también supone una pérdida
considerable de eficacia, lo que concuerda con lo observado para otros GPCRs, como
los receptores de serotonina 5-HT. y angiotensina 1 acoplados a Gq y Ggy Gi
respectivamente??3224, En concreto, ensayos de reclutamiento de B-arrestina en el
receptor de serotonina 5-HT,; muestran que la variante N387%4’A aumenta el
reclutamiento de B-arrestina al introducir interacciones hidrofébicas??®. Los demas
residuos mutados no mostraron un impacto en la sefalizacion por proteinas G. Para
comprender la relevancia de estos residuos en sesgo es necesario estudiar el impacto
de estas mutaciones en la sefializacién mediada por B-arrestina en D3R, encontrandose

los experimentos en curso (colaboracion con Hideaki Yano).

Ademas de cambios en la regidn intracelular de la TM7-H8 el analisis de los mapas de

crio-ME reveldé una densidad cercana al residuo R1283%° (motivo DRY) de la estructura
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unida a AB04-88 pero no en otras estructuras activas de D3R, que sugiere la presencia
de una molécula de agua (Figura IV.47). El motivo DRY se localiza en la TM3 y constituye
un motivo critico para la activaciéon de GPCRs donde se da el clasico bloqueo idnico en
el estado inactivo entre D/E3*°y R*%°, que se rompe tras la unién del agonista facilitando

el acoplamiento de la proteina G°.

AB04-88A

Figura IV.47. Interaccion TM3-TM7 en complejo de AB04-88 unido a D;R:Goapy:scFv16. La

densidad sin modelar aparece marcada con una flecha.

Estudios previos han descrito que la activacién de GPCRs promueve la formacion de un
canal de moléculas de agua interno continuo y que estos movimientos podrian conectar
la parte citoplasmatica del GPCR con la regién extracelular a nivel de sitio de unién del
ligando??*2%. Sin embargo, la importancia funcional de esta molécula de agua y su
contribucion al sesgo observado para AB04-88 estan por determinar, habiéndose
reportado en el receptor de angiotensina 1 que ligandos con selectividad funcional
favorecen diferentes conformaciones del residuo R3%°, y que estas conformaciones

estan acopladas alostéricamente a la region que rodea D>0y N749227,
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4.5 Discusion

La literatura recoge que los GPCRs interactian con la proteina G principalmente a
través de TM5 y TM6 y los bucles ICL2 e ICL3, siendo la region TM7-H8-ICL1 menos
relevante para el acoplamiento de proteina G, pero importante en la sefalizacién
dependiente de B-arrestina. Hasta la fecha, se han reportado 9 estructuras de GPCRs
de clase A acopladas a B-arrestinas 25223228233 donde la arrestina se encuentra unida al
nucleo del receptor. Sin embargo, se observa para las diferentes estructuras un
acoplamiento diferencial de la B-arrestina, con el “finger-loop” insertado en la cavidad
citoplasmatica del receptor y siendo interacciones especificas con los ICLs las que
determinan la orientacion de la B-arrestina, lo que se sugiere que esta relacionado con

la funcién que desempena aguas abajo.

En este capitulo se propone la interaccion con la TM7 cémo clave para el sesgo
observado en AB04-88. En concreto, AB04-88 establece una interaccién directa con
Y365725, mostrando el analisis estructural y funcional junto con simulaciones de MD la
estabilizacién de una conformacioén activa de D3R diferente, con la regidn intracelular de
TM7-H8 siendo conformacionalmente inestable y observandose en la estructura una
conformacidn atipica del motivo NPxxY. Asi, interacciones del ligando con la regién
extracelular en la TM7 (residuos Y3657%°, T3697%* e Y3733 podrian transmitir un
cambio a la regién mas intracelular, habiéndose descrito que agonistas sesgados a B-
arrestina activarian motivos esenciales para la sefalizacion hacia arrestina (como
NPxxY), mientras que la activacién de los motivos DRY o PIF no es necesaria para la
sefnalizacién por B-arrestina, pero si para la activacion de proteinas G y viceversa®*. De
hecho, un estudio reciente ha reportado la estabilizacién de una conformacién activa
del receptor k opioide con nalfurafina, un ligando con sesgo a proteina G, observando
por crio-ME una conformacion especifica de la TM7 que podria explicar el sesgo a

proteina G’4.

Cabe mencionar que el estudio original que reporta el sesgo para AB04-88 también

analiza el perfil de senalizacion de FOB02-04A (capitulo 3), de estructura quimica muy

144



Capitulo V. MODULACION SELECTIVA DE VIAS DE SENALIZACION EN DsR

similar, donde también observan una disminucién en la capacidad para reclutar B-
arrestina con respecto al quinpirol’®?, lo que podria atribuirse a una interaccion con la
TM7 (capitulo 3). Se eligio el ligando AB04-88 para el estudio de sesgo ya que en un
principio éste presentaba un sesgo de sefalizacion superior al observado con FOB02-
04A. Sin embargo, el analisis estructural del D;R unido a FOB02-04A reveld que el
motivo NPxxY adopta una conformacion similar a la observada con pramipexol y que la
region intracelular de TM7-H8 muestra una menor diversidad conformacional, con una
conformacién predominante (~60 %) segun simulaciones de MD, sugiriendo un

mecanismo de sesgo potencialmente diferente.

La literatura también recoge un papel critico de los ICLs en la mediacién del
acoplamiento de una proteina transductora u otra. Cabe mencionar que la densidad del
mapa crio-ME del complejo de D;R:Go unido a AB04-88 correspondiente al ICL2 del
receptor, que establece interaccién con el extremo amino-terminal de la proteina G,
presentd un alto nivel de ruido, dificultando el modelado estructural. Esta observacion
podria indicar una mayor flexibilidad o dinamica de esta regidn en presencia del AB04-
88, lo que ha sido reportado como elemento de sesgo previamente?*52%, Dada la
importancia del ICL2 en la regulacién de la sefnalizacion a través de proteinas G y B-
arrestina, cambios conformacionales en esta region podrian ser determinantes para la
selectividad funcional de los ligandos. Simulaciones de MD para analizar la dinamica del
ICL2 en D3R unido a AB04-88 y pramipexol podrian dilucidar si en efecto existe una
mayor dinamica del ICL2 en presencia de AB04-88 asi como ensayos funcionales de
activacion de proteinas G y reclutamiento de B-arrestina con variantes mutadas en esta
region del receptor. Ademas, el ICL3 también emerge como una region critica en la
determinacion del sesgo de senalizacién, especialmente en receptores dopaminérgicos
y serotoninérgicos 5-HTi, que carecen o presentan extremos carboxilos terminales
demasiado cortos, postulando que los ICL3s pueden actuar como interfaces
alternativas para el reclutamiento de B-arrestinas presentando multiples sitios de
fosforilacién??3. Sin embargo, la flexibilidad intrinseca del ICL3 y las dificultades en la
expresion de receptores WT han limitado su observacion en estudios de crio-ME,

limitandose los estudios a ensayos funcionales.
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Ademas de los mencionados, estudios previos han reportado otros elementos de sesgo.
Por ejemplo, diferencias en la estabilidad y cinética de unién podrian afectar a los
tiempos de permanencia del ligando, provocar cambios en la conformacion del receptor
y finalmente determinar el acoplamiento de la proteina transductora. Concretamente,
se ha descrito que la interaccion con el ECL2 ocluye la entrada al bolsillo de unién,
aumentando el tiempo de residencia del ligando y favoreciendo el reclutamiento de B
arrestina 2%, Seria interesante determinar cémo afecta la mutacion a alanina del residuo
1183%*2al reclutamiento de B-arrestina en presencia de ambos ligandos (AB04-88 y
pramipexol), asi como la determinacién estructural del D3R unido a AB04-88 y acoplado
a B-arrestina para observar si existen diferencias estructurales importantes a nivel del
ECL2. Diferencias en el bolsillo extracelular para el mismo ligando cuando el receptor
esta acoplado a B-arrestina o proteina G se han reportado para el receptor adrenérgico
B1, donde Lee y colaboradores describieron un desplazamiento del ECL2 cuando el
receptor se encontraba acoplado a B-arrestina 1 con respecto al receptor acoplado con
el nanoanticuerpo Nb80 (que mimetiza la proteina Gs) en presencia de formoterol
(ligando con sesgo a B-arrestina)®°. Ademas, simulaciones de MD en las que se analice
la cinética de asociacidn-disociacion de los ligandos en el D3R y la contribucién del
ECL2 permitirian observar si existe una correlacién entre el sesgo funcional y el tiempo
de residencia observado para los ligandos en el sitio de unidon con interacciones

especificas en el ECL2.

Ademas, otros estudios sugieren un rol importante de las serinas ortostéricas,
observandose una contribucién de S192°42 y S193°%3en la activacion del D;R mediada
por AB04-88 (Figura IV.44). Las interacciones con los residuos de la TM5 se han
asociado clasicamente a la activacion de proteina G, promoviendo un movimiento
citoplasmatico hacia adentro de TM5 que a su vez mueve las regiones del ICL2 y TM6,
involucradas en la activaciéon de la proteina G?'°. Ademadas, Teng y colaboradores
reportaron que interacciones entre la TM5 y el agonista son importantes para la
senalizaciéon sesgada a proteinas G en D;R?*, mientras que el acoplamiento de B-

arrestina no depende de la interaccién con TM5 y TM62%,
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Por otro lado, en este capitulo sélo se describe la estructura del receptor activo unido a
AB04-88 y acoplado al complejo GaBy, pudiendo la proteina transductora alterar la
conformacién del receptor. Estructuras o, en su defecto, simulaciones de MD sin la
proteina G y en presencia de B-arrestina permitirian dilucidar cémo la unién del ligando
ABO04-88 influye en la dinamica conformacional de la TM7-H8 y los ICLs (ICL1 e ICL2).
Ademas, se desconoce si la disminucidn en el reclutamiento de B-arrestina se debe a
una inhibicién directa en el acoplamiento de la B-arrestina al receptor o a un fendbmeno
mas indirecto, por ejemplo, impidiendo la fosforilacion de los motivos y/o acople de
GRKs. Hasta la fecha, se han determinado soélo las estructuras del receptor de
rodopsina y neurotensina 1 acoplados a GRK1y GRK2 respectivamente?®?4', Ello, junto
con ensayos de reclutamiento de B-arrestina, pueden ayudar a desentranar los
mecanismos de unién de GRKs y B-arrestinas para conocer el origen molecular del

sesgo observado en D3R.

4.6 Conclusiones

En base a lo presentado en este capitulo, se establecen las siguientes conclusiones:

i) Se determina la estructura por crio-ME del complejo D3;R:GoaBy:scFv16 unido al
ligando bitépico AB04-88 y junto con ensayos de funcién y computacion se identifica su
modo de unién describiéndose una conformacién activa de Ds;R, diferente a las

observadas en otras estructuras activas.

ii) La interaccion de AB04-88 con residuos en la regién extracelular de la TM7 podrian
modular la conformacion intracelular de la hélice presentando el motivo NPxxY una
conformacion atipica y subdptima para el reclutamiento de B-arrestinas, que podria

explicar el sesgo observado.

iii) La activacién del D;R mediada por AB04-88 requiere de la contribuciéon de residuos
localizados en el sitio ortostérico y regiones mas extracelulares del receptor, sugiriendo

gue la unién coordinada es una caracteristica general de ligandos bitépicos.
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iv) El andlisis del mapa de crio-ME del complejo D3R:Goa unido a AB04-88 sugiere una
mayor flexibilidad del ICL2 del D;R, mostrando un potencial papel de los ICLs en la

modulacidn selectiva de las vias de sefializacion en D3R hacia proteina G o B-arrestina.
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5.1 Nanoanticuerpos. Definicion y aplicaciones

Tanto la estructura de GPCRs como su sefalizacién presentan una naturaleza dinamica,
existiendo multitud de conformaciones activas e inactivas del receptor, asi como
multiples cascadas de sefalizacién que pueden ser activadas a través de GPCRs?. Los
nanoanticuerpos han surgido recientemente como una potente herramienta para el
estudio estructural y funcional de los GPCRs. Estos son proteinas monomeéricas que
constan de un solo dominio VHH (o dominio de unién a inmunoglobulina) que les
permite reconocer especificamente a un antigeno?*224® (Figura V.48). Se producen de
forma natural en los camélidos, y presentan ciertas ventajas con respecto al uso de
anticuerpos convencionales u otros derivados (scFv, Fab) al ser mas pequenos (10-20

kDa), mas estables y faciles de producir’?8243,

Anticuerpo convencional

Nanoanticuerpo

Anticuerpo
derivado de camélidos

Figura V.48. Estructura de anticuerpos convencionales y nanoanticuerpos. A y B)
Comparacién de anticuerpos convencionales con anticuerpos generados por un camélido. Los
anticuerpos generados por los camélidos son de cadena unica y sélo contienen un dominio
VHH, que reconoce especificamente al antigeno. El dominio VHH es lo que se considera un
nanoanticuerpo. La ampliacién muestra la estructura secundaria de un nanoanticuerpo. En un
VHH (o nanoanticuerpo) la regién de unién al antigeno consta de tres regiones determinantes de

la complementariedad (CDR), que permiten el reconocimiento y unién a antigenos especificos.
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Por ejemplo, existen nanoanticuerpos que estabilizan conformaciones especificas de
los receptores tanto en estado activo como en inactivo, favoreciendo la determinacion
estructural?*?2. Ademas, la resolucion estructural de dichas conformaciones especificas
puede ayudar al desarrollo de farmacos dirigidos hacia estas conformaciones
selectivas. En concreto, la determinacién estructural de GPCRs en estado inactivo ha
constituido cldsicamente un desafio para la crio-ME debido a su pequefio tamano.
Recientemente, se ha desarrollado un nanoanticuerpo (Nb6) que se une al ICL3 del
receptor k opioide, permitiendo la obtencién de una estructura a alta resolucion del
receptor en estado inactivo™'. La conjugacién de nanoanticuerpos que puedan
reconocer a la proteina de interés con otras proteinas formando megacuerpos también
se ha planteado como una estrategia para aumentar aun mas su tamano, facilitando su
determinacion estructural mediante crio-ME?*4. Por otro lado, también se han
desarrollado nanoanticuerpos que estabilizan conformaciones activas especificas de
receptores. Por ejemplo, Nb3974, Nb9-8"¢ y Nb802*° se unen a conformaciones activas
especificas de los receptores K y p opioides, receptores muscarinicos y el receptor
adrenérgico B,, respectivamente. Estos nanoanticuerpos se unen a la parte intracelular
del receptor y actian ademas como moduladores alostéricos positivos, aumentando la

afinidad de estos receptores por agonistas especificos.

Ademas de su utilidad en determinacion estructural, la estabilizacién de
conformaciones especificas también puede ser aprovechada para el uso de los
nanoanticuerpos como biosensores, por ejemplo detectando cambios
conformacionales en los receptores en respuesta a la unién de ligandos en ensayos

Cel.u la res‘l 81,242,246-248

Por otro lado, ademas de nanonaticuerpos dirigidos a GPCRs, se han desarrollado
nanoanticuerpos que se unen a proteinas transductoras. Un ejemplo destacado es el
nanoanticuerpo Nb35, que se une al complejo formado por un receptor y la proteina G
heterotrimérica de tipo Gs, impidiendo su disociacién y utilizandose para estabilizar el
complejo del receptor acoplado a proteina G en su estado activo*®. Otro
nanoanticuerpo de interés es el Nb5, que se dirige especificamente a la subunidad B de

la proteina G heterotrimérica inhibiendo la sefalizacién mediada por el dimero Gy, sin
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afectar las vias de senalizacién que dependen de la subunidad Ga activada®®. Por su
parte, también se ha desarrollado un nanoanticuerpo dirigido a B-arrestina 1 en su forma
activa, estabilizando esta conformacidn y facilitando la determinacion estructural de

complejos de GPCR unidos a B-arrestina 12°".

En este trabajo se han desarrollado nanoanticuerpos dirigidos a D3R con el objetivo de
encontrar moléculas selectivas, con nuevos tipos de modulacion, que sirvan de

herramienta para el estudio general del D3R.

5.2 Generacion de nanoanticuerpos dirigidos a Dz:R

Para generar los nanoanticuerpos se utiliz6 como antigeno un constructo del D;R
acoplado a una eGFP en su extremo carboxilo y sin el ICL3 (Ds;R-AICL3), debido a que
en ese momento era la Unica variante disponible, no habiendo conseguido hasta
entonces la insercion del ICL3 para la generacion del receptor natural. Sin embargo, el
ICL3 es una region altamente flexible, que no se visualiza en crio-ME y que por ello se
suele eliminar para la determinacion estructural de estos receptores, siendo

beneficiosa su eliminacién del constructo para la generacion de nanoanticuerpos.
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Figura V.49. Purificacién del constructo D;R-AICL3. A) Cromatograma de exclusién molecular.
B) Gel de SDS-PAGE de la cromatografia de exclusién molecular con fluorescencia superpuesta

en gel para la eGFP.
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Para garantizar que los nanoanticuerpos generados estuvieran exclusivamente dirigidos
al D3R, se eliminé durante la purificacion la eGFP evitando asi respuestas inmunitarias
cruzadas que dieran lugar a la generaciéon de nanoanticuerpos frente a la proteina
fluorescente (Figura V.49). Ademas, el receptor se purificéd en ausencia de ligando para
no favorecer la generacién de nanoanticuerpos hacia un estado conformacional

concreto (activo o inactivo) del receptor.

La inmunizacion de la llama y el cribado de los nanoanticuerpos fueron realizados por
Alison Lundqvist en el centro de Biologia Estructural VIV-VUB (INSTRUCT-ERIC,
Bélgica). Como resultado, se obtuvieron 22 clones que se agruparon en 16 familias
segun su secuencia CDR3, siendo ésta la regién mas variable del nanoanticuerpo y la

responsable de la interaccion especifica (junto con CDR1 y CDR2) con el antigeno

(Figura V.50).
A
Nanoanticuerpos Familia
CA19074
CA19075
CA19077 1
CA19072
CA19079
CA19066
CA19080 2
CA18979 3
CA19076
CA19071 4
CA19078 5
CA19082 6
CA19069 7
CA19068 8
CA18978 9
CA18975 10
CA18977 11
CA19070 12
CA18976 13
CA19067 14
CA19081 15
CA19073 16
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Figura V.50. Descripcion de los clones de nanoanticuerpos generados. A) Tabla resumen de

los nanoanticuerpos generados frente a D3R, agrupados en familias segun su secuencia CDR3.
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B) Alineamiento de secuencias de los nanoanticuerpos generados. La coloracidon de los
residuos en las secuencias sigue un cédigo de colores preestablecido de acuerdo con sus
propiedades quimicas. Los nanoanticuerpos se agruparon en familias atendiendo a su
secuencia CDR3. Los nanoanticuerpos que pertenecen a una misma familia estan agrupados a
la izquierda (marca rosa). Para la identificacion de las regiones CDR se utilizo la aplicacion

NanoBodyBuilder2 (SAbPred). R=Residuo.

5.3 Validacion de la union al D3R

Para confirmar la uniéon a DsR WT, se indujo la expresién en Escherichia coli de 16
nanoanticuerpos (1 por familia) y se purificaron seguin lo descrito en la seccién de
meétodos (Anexo VII). A continuacién, se incubaron los nanoanticuerpos con
solubilizados de DsR WT (HASS-FLAG-eGFP-3C-Ds;R WT) en detergente LMNG y se
realiz6 un ensayo de inmunoprecipitacion con resina FLAG seguido de una
inmunodeteccion de los nanoanticuerpos mediante “western blot” (Figura V.51). Los
nanoanticuerpos se incubaron tras la solubilizacion del D3R para permitir la unién a

zonas intracelulares y extracelulares del receptor.

CA18977 CA19073 CA19081
15kDa =

10kDa =

- - Rl aiwe v oY

Figura V.51. “Western blot” con el anticuerpo conjugado anti-His para el reconocimiento de

los nanoanticuerpos eluidos en complejo con el D;R.

De los 16 nanoanticuerpos evaluados (1 nanoanticuerpo por familia), 3 mostraron
interaccion con el D;R WT (CA18977, CA19073 y CA19081) (Figura V.51). El resto
probablemente respondan a falsos positivos en los ensayos ELISA, sin embargo, no se
puede descartar que existan falsos negativos en este ensayo pudiendo la presencia de

la eGFP en el constructo dificultar el acceso a determinados epitopos. Ademas,
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tampoco se puede descartar la posibilidad de interacciones entre los hanoanticuerpos 'y
la eGFP, aunque esta posibilidad es menos probable debido al alto grado de corte

obtenido durante la purificacion.

5.4 Caracterizacion de los nanoanticuerpos para D;R

5.4.1 Activacion de proteinas G

Tras confirmar la unién al D;R de tres nanoanticuerpos (CA18977, CA19073 y
CA19081), se decidié evaluar su capacidad para activar el D;R mediante ensayos
TRUPATH en células HEK293T. Ademas, la adicién de los nanoanticuerpos al medio
extracelular permitiria inferir si la uniéon del nanoanticuerpo al receptor ocurre a nivel

extracelular ya que los nanoanticuerpos no pueden atravesar la membrana plasmatica.

Los ensayos celulares revelaron que el nanoanticuerpo CA18977 induce la activacion
del D3R por la via de las proteinas G de una manera similar a la observada con el ligando

bitopico FOB02-04A (Figura V.52) y, ademas se une a una region extracelular del DsR.
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Figura V.52. Activacion de proteina G mediada por CA18977 en D;R. A) Curva concentracién-
respuesta de D;R WT tras la activacién de Goa por CA18977 (azul, n = 3) y FOB02-04A (rojo, n =
5) (mostrado como BRET neto). B y C) Valores de pECso (B) y Emax (C) en respuesta a la
activacion de Goa por CA18977 (azul, n = 3) y FOB02-04A (rojo, n = 5) utilizando el ensayo
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TRUPATH. Los valores Ens s€ han normalizado tomando como referencia la activacion de D3R
WT mediada por FOB02-04A. Todos los datos son medias = SEM de las réplicas bioldgicas

sefaladas, cada una realizada por triplicado técnico.

Sin embargo, los nanoanticuerpos CA19081 y CA19073 no indujeron activacion del
receptor. Esto puede deberse a varias razones. Una posibilidad es que estos
nanoanticuerpos reconozcan un epitopo intracelular, inaccesible en el ensayo
TRUPATH donde el nanoanticuerpo se suministra con el medio. Otra posibilidad es que
presenten una unién extracelular pero que no modulen la funcién del receptor.
Finalmente, tampoco se puede descartar la posibilidad de una unién en modo
antagonista o0 agonista inverso, bloqueando o inhibiendo la actividad del receptor

respectivamente.

5.4.2 Prediccion estructural con modelos de AlphaFold

Para complementar la informacién derivada de los ensayos funcionales, se utilizo
Alphafold 3.0%*2 para la prediccion de las estructuras de Ds;R unidas a los

nanoanticuerpos CA18977, CA19073 y CA19081 (Figura V.53).

Segun la prediccion de AlphaFold, los tres nanoanticuerpos se unen a la superficie
extracelular del D3R presentando su sitio de unién en la superficie del receptor, alejado
del tipico sitio ortostérico (Figura V.53). En concreto, los nanoanticuerpos CA18977
(azul) y CA19073 (amarillo) establecerian interacciones principalmente con los bucles
ECL2 y ECL3, asi como con las TM5 y TM6, con unas interfaces de contacto de 1017,1
A2 y 952,6 A2, respectivamente (Figura V.53B y C). Por su parte, CA19081 (rosa)
presentaria un modo de unién diferente, con un area de interfaz mas pequefia (611,1 A2)

estableciendo contactos principalmente con el ECL1 y la TM7 (Figura V.53D).
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Figura V.53. Prediccion estructural de AlphaFold para las estructuras de Ds;R unidas a los
nanoanticuerpos CA18977, CA19073 y CA19081. A) Estructuras de D3R (naranja) unidas a los
nanoanticuerpos CA19080 (azul), CA19073 (amarillo) y CA19081 (rosa) segin modelos de
Alphafold. En un circulo rojo se resalta la interfaz entre ambas proteinas. B-D) Interfaces de

interaccion entre D3R y los nanoanticuerpos CA18977 (B), CA19073 (C) y CA19081 (D).

Sin embargo, a pesar de que CA18977 y CA19073 presentan un sitio de unién bastante
similar, solo CA18977 es capaz de activar al D3R en ensayo funcional. El analisis de
ambos modelos revela que la union de CA18977 provoca el desplazamiento de los
residuos N358552y H3495%%en la TM6 del D3R por la Y102 y F104 del nanoanticuerpo
respectivamente, lo que deriva en una apertura hacia el exterior de la regién superior de
la TM6, mientras que los residuos del nanoanticuerpo CA19073 que interacttian con el
DsR son menos voluminosos (S52y T102), adentrandose el nanoanticuerpo menos en el

bolsillo (Figura V.54).
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Figura V.54.Comparacion estructural del modo de uniéon de CA18977 y CA19073 en D3R

(segun modelos de AlphaFold). A) Interaccion de CA18977 (azul) en DsR. B) Interaccion de

CA19073 (amarillo) en D3;R. C) Superposicién de las estructuras del D3R unido a CA18977 (azul)

y CA19073 (amarillo).

Este desplazamiento hacia el exterior de la TM6 antes del pliegue de la prolina

observada para la estructura con CA18977, pero no para CA19073 o CA19081 también

se presenta en otras estructuras en estado activo del D3R unidas a ligando bitdpico

FOB02-04A (Figura V.55), pramipexol (PDB 7CMU) y PD128907 (PDB 7CMV), aunque

no con rotigotina (PDB 8IRT).

D;R:Nanoanticuerpo D;R:FOB02-04A (Estado activo)

™4

| Ecu

CA18977

D;R:Eticloprida (Estado inactivo)

CA19081

Figura V.55. Vista desde arriba del sitio de union de los nanoanticuerpos en la estructura del

D:R y su union relativa a las estructuras en estado activo (unida a FOB02-04A, PDB 9F33,

en amarillo) e inactivo (unida a eticloprida, PDB 3PBL, en rosa).
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El movimiento hacia afuera de la region intracelular de la TM6 es una caracteristica
universal de la activacién de GPCRs, permitiendo la apertura el acoplamiento de la
proteina G°. Sin embargo, el extremo extracelular de TM6 también se desplaza hacia
afuera en los GPCRs en el estado activo, con una media de 2,0 A para GPCRs de clase
A?, Segun el modelo predicho por AlphaFold, CA18977 no sélo induce un movimiento
hacia afuera de la regién extracelular de la TM6, también una activacién de la parte
intracelular del D3R, apoyado por los resultados de ensayos TRUPATH donde se observa
activacion de proteinas G. La activacién de un receptor por un agonista cuyo sitio de
unién se localiza cerca de la superficie celular se ha reportado para receptores
activados por péptidos, como el receptor de neurotensina 1 unido al fragmento activo
de la neurotensina NT.13, donde el contacto del péptido agonista con residuos del
ECL2, ECLS3, y la region superior de la TM6 parecen ser suficientes para la activacion
total del receptor?®3. Ademads, mutaciones en residuos cercanos a la region extracelular
de la TM6 y el ECL3 por residuos voluminosos o basicos en receptores muscarinicos
han demostrado aumentar la actividad constitutiva del receptor y su afinidad por el
agonista®®*, sugiriendo que esta apertura de la regiéon extracelular de la TM6 es
importante para la activacion general de los receptores. Sin embargo, la activacién de
un receptor de molécula pequena como el D;R (con dopamina como ligando enddgeno)
por una proteina que se une fuera del sitio ortostérico es un fendémeno novedoso, siendo

interesante su caracterizacion estructural a través de la crio-ME.

5.4.3 Estudio de la selectividad Dz:R/D2R del nanoanticuerpo CA18977

El reconocimiento de un epitopo extracelular y su sefializacién a través del D3R hizo
pensar en la posibilidad de que el nanoanticuerpo CA18977 pudiese mostrar
selectividad para D3R, ya que D3R y D2R presentan mayor divergencia en sus regiones
extracelulares. Los ensayos TRUPATH con D2R revelaron que el nanoanticuerpo no es
selectivo en potencia, presentando una pECs, parecida para ambos receptores (10,4 +
0,9 M paraDsRy 11,1 £ 0,6 M para D,R). Sin embargo, se observa una disminucidn en la

capacidad para activar el receptor, viéndose reducida la eficacia mas de la mitad para el
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DR en presencia del nanoanticuerpo (43,2 % = 9,56) con respecto a la activacion en

D3R (Figura V.56).
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Figura V.56. Activacion de CA18977 en D;R y D2R. A) Curva concentracién-respuesta de D;R
WT (naranja, n = 3) y D:R WT (morado, n = 3) tras la activacion de Goa por CA18977 (mostrado
como BRET neto). B y C) Valores de pECs (B) y Emax (C) en respuesta a la activacion de Goa por
CA18977 en D3R WT (naranja, n = 3) y DR WT (morado, n = 3) utilizando el ensayo TRUPATH.
Los valores Enax se han normalizado tomando como referencia la activacion de DsR WT mediada
por CA18977. *p < 0,05 (pruebas de comparaciones multiples de Holm-Sidak, valor p de dos
colas) para DR WT (p = 0,008). Todos los datos son medias = SEM de las réplicas bioldgicas

sefaladas, cada una realizada por triplicado técnico.

Segun la prediccién de AlphaFold, CA18977 establece en el D3R interacciones con la
H29'%2y el ECL1, regiones identificadas previamente en este trabajo como relevantes
para la selectividad del D3R frente a D;R (capitulo 3). Sin embargo, la ECsoobservada
para el nanoanticuerpo es bastante similar para D:R y D;R, no observandose una
preferencia por la union al D;R. Esto puede deberse a que, al existir una interfaz tan
grande, el bolsillo de TM1-TM2-ECL1 no sea tan relevante para la unién. Por otro lado,
AlphaFold predice para el D;R una union de CA18977 con una interfaz muy similar a la
observada para el D3R, con un area de interfaz de 887,5 A2 estableciendo contactos con

las regiones de ECL1, ECL2 y ECL3 junto con TM5 y TM6, pero no con TM1 (Figura V.57).
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Figura V.57. Modo de union del nanoanticuerpo CA18977 en D.R. A) Vista lateral del sitio de
unién de CA18977 (azul) en D2,R (morado) segun AlphaFold. B) Vista desde arriba del sitio de
unién de CA18977 en la estructura del D,R (modelo AlphaFold) y su unién relativa a las
estructuras en estado activo (unida a rotigotina, PDB 8IRS, en amarillo) e inactivo (unido a

risperidona, PDB 6CM4, en turquesa).

En este caso, segun el modelo propuesto por AlphaFold, el nanoanticuerpo presenta
una orientacion diferente, con la R27 (que en D3R interaccionaba con H29'%2) orientada
hacia TM6-ECLS3. Esta reorientacién del anticuerpo haria que en el bolsillo entre TM5-
TM6-ECL3 de D,R (ocupado por los residuos Y102 y F104 de CA18977 en Ds;R) no
hubiese residuos tan voluminosos (en D,R ese espacio es ocupado por una leucina de
CA18977), no penetrando en profundidad el nanoanticuerpo en el bolsillo del receptor
en D;R (Figura V.57). Esto podria explicar porque el nanoanticuerpo en D;R presenta

menor eficacia, al adentrarse menos en el bolsillo del receptor.

5.5 Discusion

En este capitulo se ha descrito la generacion de nanoanticuerpos dirigidos a D3R,
obteniendo tres nanoanticuerpos capaces de unirse al receptor. Sin embargo, el
constructo D;R utilizado como antigeno para la inmunizacién y generaciéon de los
nanoanticuerpos no tenia eGFP, mientras que los ensayos de unidn y funcion se han
hecho con el constructo D3R WT fusionado a la proteina fluorescente. Para descartar
posibles interferencias en la interaccién de los nanoanticuerpos con el receptor por la

presencia de la eGFP se requieren de ensayos de validacion de la unién y funcién con el

162



Capitulo V. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE NANOANTICUERPOS PARA D:R

constructo sin la eGFP. Por otro lado, los ensayos TRUPATH revelan que CA18977 es
capaz de activar al D3R por la via de las proteinas G, mientras que para CA19073 y
CA19081 no se observa respuesta. Ensayos de TRUPATH en version antagonista

podrian ayudar a dilucidar el rol funcional que presentan CA19073 y CA19081 en el D;R.

Atendiendo a los modelos estructurales propuestos por AlphaFold, los tres
nanoanticuerpos se unen a la superficie extracelular del receptor, con un sitio de unién
alejado del tipico sitio ortostérico. La unidon de nanoanticuerpos a regiones
extracelulares del receptor pueden modular la actividad de los GPCRs y atrapar
distintos estados conformacionales que difieren de los tipicos ligandos que se unen al
sitio ortostérico. Esta modulacién de la funcién GPCR plantea un gran potencial
terapéutico de los nanoanticuerpos, existiendo dos nanoanticuerpos de union
extracelular Bl 655088 y VUN402 dirigidos a los receptores de quimiocinas CX3CR1y
CXCR4 que actualmente se encuentran en fase de ensayo clinico, estableciéndose
como potenciales farmacos para la arterioesclerosis y la infeccion por VIH
respectivamente?*2%.Sin embargo, aunque la literatura reporta varios ejemplos de
nanoanticuerpos que actian como moduladores alostéricos positivos y negativos, la
mayoria presentan una union intracelular. De los nanoanticuerpos extracelulares,
destacan el DN10 y DN13, que actuan como moduladores alostéricos positivos del
receptor de glutamato metabotrépico 2,%°” el Sb51, que se une al estado activo del
receptor de orexina 22°® y el Nb29 que se une al receptor a; adrenérgico actuando como
un modulador alostérico positivo débil o neutro uniéndose selectivamente al estado
activo del receptor unido a oximetazolina®®. Por otro lado, los nanoanticuerpos JN241
(receptor de apelina),NbE (receptor u opioide) ,Nb2 (receptor de rodposina), AT118i4
(receptor de angiotensina 1) y VUN701 (receptor atipico de quimiocina 3) actian como

antagonistas, impidiendo la activacion de los receptores?6°-254,

En este capitulo se demuestra la capacidad de CA18977 para activar por si solo al D3R,
sin ocupar el sitio ortostérico, y presentando una unién extracelular, lo que lo plantea
como una potencial herramienta terapéutica. Es probable que la adicion conjunta del
nanoanticuerpo con agonistas que se unan al sitio ortostérico dé lugar a una respuesta

potenciada, observandose un efecto sinérgico donde el nanoanticuerpo podria actuar
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como modulador alostérico positivo. Ensayos de competicion de CA18977 con
agonistas de D3R que se unan al sitio ortostérico confirmarian esta posibilidad. Ademas,
la estabilizacion de conformaciones activas por parte del nanoanticuerpo podria ser Uutil
en general para la determinacién de estructuras de estado activo de Dz;R unido a

agonistas con baja eficacia.

Por otra parte, en este capitulo solo se ha explorado la senalizacion del D3R a través de
proteinas G. Sin embargo, estudios previos en el D;R sugieren que interacciones polares
directas o indirectas con el residuo H®* son un requisito para el acoplamiento eficiente
a B-arrestina 2, siendo menos relevantes para la activacion de proteinas G?°.
Considerando que el nanoanticuerpo CA18977 interactua con el residuo H%* segun el
modelo propuesto por AlphaFold seria interesante evaluar si este nanoanticuerpo es

capaz de inducir la activacion de B-arrestina.

En cuanto al mecanismo de activacion, el andlisis de las estructuras de D3R en estado
activo e inactivo revelan un movimiento hacia afuera de la regién superior de la TM6
como consecuencia de la uniéon del nanoanticuerpo CA18977, observandose esta
apertura de la region extracelular de la TM6 en otras estructuras activas del DsR. Por
ejemplo, Skiba y colaboradores reportaron recientemente que los nanoanticuerpos
AT118-H y AT118 estabilizan el receptor de angiotensina 1 en una conformacioén activa
al interactuar con su superficie extracelular, pero no se unen a los interruptores de
activacion clave ubicados a nivel del sitio ortostérico, dejando la region intracelular en
un estado inactivo, existiendo el receptor en una conformacién hibrida y mostrando un
mecanismo mas complejo®®®. La determinacion estructural del complejo DsR con
proteinas G unido a CA18977 permitiria confirmar el modo de unién del nanoanticuerpo,

asi como observar los cambios conformacionales de la TM6 derivados la unién.

Por otro lado, la generacion de nanoanticuerpos modificados, donde se introduzcan por
ejemplo mutaciones en la regién CDR3 por residuos mas voluminosos en el CA19073
(con un sitio de union bastante similar al CA18977) y la evaluacion de su efecto en la
activacion de D;R mediante ensayos TRUPATH permitiria confirmar la relevancia de la

region extracelular de la TM6 en la activacion del receptor. La determinacion estructural
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del DsR con los otros dos nanoanticuerpos también resultaria interesante para
confirmar su modo de unién, pudiendo ser potencialmente utilizados como

estabilizadores para la determinacion de estructuras en estado inactivo.

Por ultimo, se revela que aunque CA18977 puede unirse a D,R y D3R con la misma
potencia, la capacidad para activar la sefalizacion en D3R es mucho mayor, sugiriendo
un potencial papel de la H29"*2para el correcto posicionamiento del nanoanticuerpo. La
mutacion en D3R del residuo H29"* por alanina o ensayos de competiciéon con FOB02-
04A, que se extiende mas alla del sitio ortostérico interaccionando con H29'-32y G945t
(capitulo 3) podrian disminuir significativamente la senalizacién inducida por CA18977
en el Ds;R. Ello demostraria este residuo como esencial para garantizar una correcta
orientacién del nanoanticuerpo que permita la activacién y podria explicar por qué en

D2R no se observa esa sefalizacion, al no existir tal interaccion con la TM1.

5.6 Conclusiones

En base a lo presentado en este capitulo, se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

i) Se desarrollan nanoanticuerpos que reconocen especificamente el Ds;R, siendo

fundamental la validacién de su unidn para descartar falsos positivos y negativos.

ii) Se identifican 3 nanoanticuerpos (CA18977, CA19073, CA19081) que se unen al D3R
pudiendo estos presentar multiples aplicaciones para el estudio general del D3R, que
incluyen la determinacion estructural como agentes estabilizadores, el desarrollo de

biosensores o su uso como herramienta terapéutica.
iii) Se caracteriza un nanoanticuerpo (CA18977) que se une de manera extracelular al

DsR actuando como un potente agonista. Esta interaccion facilita su potencial uso como

herramienta terapéutica, permitiendo la modulacién farmacoldgica (debido a su unién
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extracelular) y la exploracién de su potencial como modulador alostérico en ensayos

celulares.

iv) EL nanoanticuerpo CA18977, ademas de unirse al D3R, también interactua con el D,R
con una potencia similar. Sin embargo, la respuesta celular inducida por este
nanoanticuerpo es diferente para cada receptor, revelando una interaccion selectiva
para DR y D;R que puede ser aprovechada para el estudio general de ambos

receptores.
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6.1 Existencia y caracterizacion de oligdmeros de D3R

La capacidad de oligomerizar del D;R se reportd por primera vez en 1997 donde
ensayos de co-inmunoprecipitacion e inmunodeteccion revelaron la presencia de
homo-oligdmeros de D3R en extractos de cerebro?®’. Ademads, se ha sugerido que el D;R
puede formar heterodimeros con otros receptores de dopamina, como el DR y el
D,R?¢8-27°, De hecho, para el heterodimero D,R-DsR se ha reportado recientemente un
modulador alostérico negativo, SB269652, que se une a un protémero y modula
negativamente a través del dimero la unién de la dopamina al otro protémero,
identificando asi la primera pequena molécula alostérica que actua sobre estas
importantes dianas terapéuticas?’"?”2, Por otro lado, el heterodimero D;R-DsR es uno de
los mas interesantes a nivel terapéutico, habiéndose descrito su relevancia en la
regulacidén de la discinesia inducida por levodopa en pacientes con la enfermedad de
Parkinson?®273 observandose interaccién de ambos receptores tanto en células
HEK293 transfectadas como en membranas estriatales de rata a través de ensayos
BRET y co-inmunoprecipitacién. Como resultado de la dimerizacién, aumenta la
afinidad y potencia de la dopamina por el D4R, estimulando la via de activacion de la
enzima adenilato ciclasa y cambiando el D3R sus mecanismos de trafico a los del
D;R2¢8274  Ademds, también se ha reportado a través de experimentos de co-
inmunolocalizacién en células HEK293 y co-inmunoprecipitaciéon en células GH3 vy
cerebro de rata la heterodimerizacion del D3R con su isoforma D3nf la cual modula
negativamente su funcién disminuyendo la unién a dopamina al favorecer su

endocitosis y retirada del receptor en superficig®°4267,

Ademas de con receptores de dopamina, se ha sugerido la formacioén de complejos con
otros GPCRs. Por ejemplo, la interaccion con el receptor de adenosina A,A modula
antagdnicamente tanto la afinidad como la sefializacién del D;R en células HeLa?”>. Por
otro lado, el D3R puede interaccionar con la subunidad B, de los receptores nicotinicos
de acetilcolina promoviendo el crecimiento y supervivencia neuronal tanto in vitro como
in vivo, en secciones de cerebro mesencefalico de ratén?’¢?”7, Ademas, también se ha

descrito una interaccién con el receptor huérfano GPR143, demostrando que el
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receptor huérfano y el D3R co-localizan e interactian en las membranas intracelulares
de células CHO, modulando negativamente la actividad del D;R a través de una
alteracion de la afinidad por la dopamina o posponiendo la entrega del D;R a la
membrana plasmatica?’®. También se ha descrito una modulacién negativa del DsR por
el receptor de neurotensina 1, habiéndose observado una menor afinidad de unién de
los agonistas del D3R en las zonas limbicas del cerebro de la rata, donde colocaliza con
el receptor de neurotensina 1. Ademas, se ha reportado que en células HEK293 el
heterodimero cambia el trafico del D;R a una endocitosis dependiente de B-arrestina?’®.
Sin embargo, todas las evidencias de oligomerizacién se han basado en ensayos de co-
inmunoprecipitacion y/o estudios de proximidad no demostrandose una interaccion
fisica entre los receptores y no habiéndose definido las interfaces que participan de la
oligomerizacion. Estudios posteriores, combinando modelizacién molecular,
mutagénesis dirigida y técnicas de RET han definido dos interfaces potenciales: la
primera comprende residuos de la TM1-2 junto con los de la TM7 y H8 y una segunda
que implica a TM5 y TM6 permitiendo el ensamblaje de hasta cuatro protémeros
organizados en una disposicién rombica®°2%2, Sin embargo, la organizacién de los
oligdmeros, la relevancia funcional o los residuos que constituyen la interfaz de la

homo- o hetero-oligomerizacion del D3R auin no estan establecidos.

En este trabajo se plantean diferentes aproximaciones experimentales con el objetivo
de poder estudiar sin ambigliedad la oligomerizacién de estos receptores, a fin de

conseguir la determinacion estructural de estas especies oligoméricas.

6.2 Determinacion estructural de dimeros de D3R en LMNG por crio-ME

6.2.1 Obtencion de dimeros en solucion

En primer lugar, se desarrollé una estrategia para poder obtener dimeros en solucion
gue permitieran su posterior determinacion estructural por crio-ME. Una de las
estrategias que recoge la literatura para favorecer la dimerizacion es el uso de ligandos
bivalentes. Estos compuestos estan formados por dos farmacéforos capaces de unirse
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simultaneamente a los sitios ortostéricos de dos receptores, favoreciendo la formacién
de homo- o heterodimeros segun los farmacoéforos utilizados (Figura VI.58). En 2018,
Pulido y colaboradores reportaron un ligando bivalente que presentaba una alta afinidad
(Ko = 21 pM) por el homodimero DR, uniéndose al estado inactivo de ambos
protdmeros y presentando una afinidad significativamente mayor que la de los
farmacdforos solos indicando una unién cooperativa a ambos receptores (Ligando C13,
Figura VI.58A)?%. Dada la similitud estructural entre el D2R y el D3R, que comparten sitio
ortostérico, el ligando bivalente C13 también se une a D3R con alta afinidad, por lo que

se utilizé para favorecer la dimerizacion del D;R.
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Figura VI.58. Estructura y unién de ligandos bivalentes. A) Estructura quimica del ligando
bivalente C13, formado por dos farmacoéforos idénticos enlazados a través de un conector. B)
Modo de unién de un ligando bivalente a dos receptores, favoreciendo la dimerizacién. PP hace

referencia al farmacaéforo.

Se purificd a gran escala el D3R unido al ligando C13 en detergente LMNG para su
estudio por crio-ME, segun lo descrito en métodos. Para garantizar la presencia de
dimeros en solucidn, se realizd un gel nativo con la fraccion concentrada recogida de la
filtracién en gel. Ademas, se aplicé a las muestras un gradiente de SDS con el objetivo
de observar una disociacién progresiva de los dimeros de D;R hacia la especie

monomérica (Figura VI.59).

171



Capitulo VI. OLIGOMERIZACION EN DsR

SDS

-SDS 0,0125% 0,025% 0,05%

— DaR monomérico

SDS

Figura VI1.59. Gel nativo “stain-free” de muestra pura de D;R unido a ligando C13.

La muestra no tratada con SDS revelé la presencia de mas de una especie,
evidenciando la existencia no solo de potenciales dimeros, también de especies de
mayor orden y existiendo también proteina monomérica. La adicion gradual de SDS
incrementé la concentracidn de lo que podria ser la proteina monomérica (Figura VI1.59).
Sin embargo, la ausencia de un marcador de peso molecular limita la interpretacion de

estos resultados.

6.2.2 Analisis de C13:DsR por crio-ME

Con los potenciales dimeros en solucién, se hicieron rejillas de crio-ME y se establecio
una recogida inicial de 601 peliculas en un Titan Krios a 300 kV (NeCEN, Holanda). Sin
embargo, el procesado de datos reveldé una muestra bastante heterogénea, mostrando
las clasificaciones 2D un alto porcentaje de proteina monomérica. Probablemente,
parte de los potenciales dimeros observados en el gel nativo correspondiesen a dimeros
artefactuales o se perdieron durante la vitrificacidn debido a la naturaleza labil de estos

complejos y al contacto con la interfase aire-agua.
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Tras 6 rondas de clasificacion 2D, se seleccionaron 9.989 particulas para su
clasificacion en 3D. La baja calidad de las clases 2D junto con el bajo numero de
particulas diméricas impidio la obtenciéon de un buen modelo tridimensional (Figura
VI.60), obteniendo tras el refinado un mapa final a 18 A (3.632 particulas), indicando la

necesidad de optimizacién de la muestra.

A 601
peliculas

Correccion del movimiento
Estimacion de CTF
Picado de particulas

1.160.632
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Clasificacion 2D

(6 rondas)
9.989
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Refinado 3D l
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Figura VI.60. Procesado de datos de crio-ME para la muestra de D;R unida al ligando
bivalente C13. A) Esquema de flujo seguido para el procesado de datos recogidos de la
muestra C13:D;R. B) Micrografia representativa de la muestra C13:Ds;R. Escala: 0,05um. C)
Clases 2D representativas de la muestra C13:D3;R. Tamano de caja: 50 pixeles. D y E) Clases 2D
representativas de la especie dimérica de Ds;R (D) y de la especie monomérica de D3R (E).

Durante todo el procesado se empled un tamaiio de pixel de 3,6784 A/pixel.
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6.3 Determinacion estructural de dimeros de D3:R en membrana por

crio-TE

Tradicionalmente los dimeros de GPCRs se han descrito como labiles y transitorios*9284,
no siendo lo suficientemente estables para su determinacién estructural por crio-ME.
Asi, si bien el ligando bivalente C13 puede favorecer la formacién de dimeros D:R o D;R
en la membrana celular®®, la solubilizacién con detergente resultaria demasiado
agresiva para la extraccion de estos complejos, siendo por tanto el entorno nativo
fundamental para mantener estas interacciones. Por ello se decidié analizar
directamente estos complejos en membranas celulares nativas a través de la crio-TE,
para lo que se utilizaron vesiculas derivadas de células HEK293T y proteoliposomas

generados in vitro.

Para aprender a recoger y procesar datos de crio-TE que nos permitieran utilizar esta
técnica para identificar y caracterizar sin ambigliiedades las interacciones de proteinas
intra-membrana del D3R se realizé una estancia de 3 meses en el Instituto Francis Crick
(Londres, Reino Unido) bajo la supervision de Giulia Zanetti, experta en el uso de la crio-

TE para el analisis de proteinas de membrana.

6.3.1 Estudio de oligomerizacion de receptores en membranas celulares

nativas

Los receptores se expresaron de manera transitoria en células HEK293T y se generaron
GPMVs (Figura VI.61B). Estas vesiculas retienen casi todos los componentes de la
membrana de la célula original, incluida la composicién lipidica, las proteinas
transmembrana y los canales de membrana'?. Los constructos de Ds;R expresados se
encontraban fusionados a una MTH, que es una metaloproteina que acepta entre 20 y
30 atomos de oro proporcionando una sefal de alto contraste en crio-ME, facilitando la

identificacion del receptor en las membranas celulares (Figura VI.61A).
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“Cluster” MTH-Au
(1nm)

Figura VI.61. Marcaje de Ds;R y formacion de GMPVs. A) Marcaje de MTH-DsR con AuCl. B)

Visualizaciéon de GPMVs en microscopio éptico. Escala: 5 pm.

Las vesiculas se vitrificaron en rejillas de crio-microscopia y se recogieron datos en 2
ocasiones (116 tomogramas en total) en un microscopio 200 kV TALOS (Instituto
Francis Crick, Londres). En la primera recogida se observo tras un procesado inicial un
alineamiento de las series de inclinacion subdptimo debido a la contaminacidn por hielo
qgue presentaba la rejilla, requiriendo una optimizacion de la muestra. Ademas, se
observd un numero bajo de vesiculas por rejilla, requiriendo un aumento en la
concentracion (Figura VI.62A). Una nueva coleccion de datos (66 tomogramas) mostro
una rejilla mejorada, con gran cantidad de vesiculas (Figura VI.62B), permitiendo un

mejor alineamiento de las series de inclinacion.

Sin embargo, tras un analisis inicial, no se evidencia la densidad electronica esperada
asociada al marcaje de la MTH. Aunque los GPMVs se trataron con exceso de AuCl una
posibilidad es que exista un marcaje ineficiente, aunque es poco probable. Otra
posibilidad es que una sola MTH sea insuficiente, siendo necesario avanzar en el
procesado para saber si el etiquetado de una Unica MTH permite el picado de D3R en
membrana plasmatica de estas vesiculas (donde hay otras proteinas). Ademas, se han
generado mas rejillas bajo las mismas condiciones experimentales para su analisis en

el microscopio electrénico si se requiere la recogida de tomogramas adicionales.
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Figura VI.62. Comparacion de GPMVs observados en las recogidas de datos. A y B)
Tomogramas de la muestra de GPMVs transfectados con D;R-MTH en la primera recogida de

datos (A) y la segunda recogida de datos (B). Escala: 0,05 pm.

6.3.2 Estudio de oligomerizacion en proteoliposomas reconstituidos

Ademas de en membranas celulares nativas, también se planted la reconstitucién de
oligdmeros de D3R in vitro, donde se controla la composicién proteica y lipidica,
permitiendo estudiar sus propiedades funcionales. Asi, se podria determinar si se puede
reconstituir in vitro todos los componentes necesarios para que ocurra la
oligomerizacion de receptores. Ademas, debido a ser técnicamente mas simples de
procesar y reconstruir computacionalmente, podrian permitir la obtencion de

informacion estructural de mayor resolucion.

Para ello se purificé el DsR WT y se reconstituyd en liposomas de 200 nm de lipidos
DOPC que posteriormente fueron purificados para aislar los proteoliposomas de los
liposomas vacios. Se recogieron datos en 3 ocasiones (100 tomogramas en total) en un
microscopio 200 kV (TALOS y Glacios, Instituto Francis Crick, Londres). Una recogida

inicial de datos mostré que la mayoria de los liposomas eran multilamelares, y que
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estos eran mas susceptibles a la radiacion de electrones (Figura VI.63A). Ademas, la
presencia de varias membranas en los liposomas dificulté considerablemente la
segmentacion de membranas, realizada con el programa Membrain-Seg, obteniendo
segmentaciones subdptimas donde las membranas no se separaban correctamente
afectando a la precision en el picado de particulas posterior. Por ello, se mejoré la
muestra para fomentar su unilameridad afiadiendo un paso de extrusion tras la adicién
de detergente y antes de incorporar el D;R. Con la muestra mejorada, se volvieron a
recoger datos en dos ocasiones (65 tomogramas en total), observandose liposomas

unilamelares, homogéneos y menos sensibles a la radiacion (Figura VI.63B).

Figura VI1.63. Comparacion de liposomas multilamelares y unilamelares en crio-TE. A)
Tomograma de liposomas multilamelares con Ds;R. B) Tomograma de liposomas unilamelares
con D3;R. Ambos presentan la misma exposicién de electrones (tasa de dosis porimagen: 3,57 e

/R?) y mismas condiciones de recogida. Escala:0,05 pm.

Un procesado inicial tras la primera coleccién de datos desveld un potencial patrén en
la membrana de los proteoliposomas que podria asociarse a la presencia de proteina
(Figura VI.64). Para descartar que fuese algo artefactual, se realizé una pequena
colecciodn de datos de liposomas sin proteina, confirmando la ausencia de dicho patrén

en estos liposomas. Para mejorar la visualizacion, se elimind el ruido en los
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tomogramas con proteoliposomas con el programa CryoCARE' (Figura VI.64B, parte

inferior derecha).

Liposomas control Liposomas con D;R

CryoCARE

Figura VI1.64. Comparacion de liposomas control y liposomas con Ds:R incorporado. A)
Liposomas DOPC. En azul se muestra una ampliaciéon del liposoma (parte inferior). B)
Proteoliposomas de DsR. En azul se muestra una ampliacion del proteoliposoma (parte inferior).
El analisis por CryoCARE (parte inferior derecha) mejora la visualizacién del patrén identificado

en membrana. Escala: 0,05 pm.

Tras la reconstruccion de los tomogramas, se intentd aplicar IsoNet para corregir el
efecto de 'cufia perdida'. Sin embargo, no se observaron cambios importantes en las
imagenes. Segun los propios autores, IsoNet funciona mejor en tomogramas con alto
contraste, pudiendo un aumento de este mejorar la prediccion''. A continuacion, se
procedio a la segmentacion de membranas con MemBrain-seg, basado en la utilizacién
de un modelo pre-entrenado para la identificacion de membranas. Se probaron 3

modelos proporcionados por los propios autores y de ellos se escogio el que presentd
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los mejores resultados para la segmentacion de las membranas, tal y como se describe
en los métodos. A continuacidn, se realizé un picado cubriendo la superficie entera de
cada proteoliposoma. Tras la extraccion de las particulas se realizé una reconstruccion
3D con todas las particulas vy, utilizando el modelo reconstruido como modelo de
referencia, se refinaron y volvieron a someterse a clasificacién y refinado 3D,

obteniendo un mapa final a baja resolucion de 32.044 particulas (Figura VI.65).

Segmentacion de membranas-MemBrain-Seg
Agrupacion como objetos-Chimera “Segger”
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Figura VI.65. Esquema del proceso de picado, extraccion y procesado de los pseudo-
subtomogramas. Se muestran las membranas segmentadas en 3D superpuestas en un
tomograma representativo. La ampliacion muestra el picado aleatorio de particulas en
membrana, visualizado con el complemento Axiart de ChimeraX. ELl procesado de los sub-

tomogramas se realizé en RELION 5.0. Escala: 0,05 pm.

Aunque la reconstruccion 3D es ruidosa, la existencia de un cierto alineamiento en la
membrana sugiere de la presencia del DsR. Sin embargo, se necesita avanzar en el
procesado, realizando mas pasos de limpieza, asi como obtener mas particulas para

poder conseguir un buen modelo, aunque sea a baja resolucidn.
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La estancia ha permitido aprender a recoger y procesar datos de crio-TE con el uso de
diferentes programas, pudiendo continuar ahora con los nuevos datos el procesado, asi
como la coleccion de mas tomogramas con el fin de mejorar las reconstrucciones en

nuestro laboratorio.

6.4 Discusion

Los dimeros de clase A se caracterizan por su naturaleza dindmica y transitoria, lo que
dificulta considerablemente su estudio estructural. Una de las estrategias para inducir
la dimerizacidon comprende el uso de ligandos bivalentes, existiendo varios casos en los
gue se observa induccion de la dimerizacién de GPCRs a través de diferentes ensayos
celulares?”®283.285.28¢ En gste trabajo se ha utilizado el antagonista C13 para favorecer la
dimerizacion de DsR. Los resultados obtenidos en el gel de poliacrilamida nativo
revelaron la potencial presencia de mas de una especie de D3R con diferente peso
molecular. Sin embargo, para establecer de forma concluyente que la dimerizacion es
dependiente de la presencia del ligando C13, seria necesario incluir un experimento
control sin el ligando. Ademas, aunque el ligando bivalente facilita la dimerizacion en la
membrana de los receptores parece que el entorno natural de la proteina es clave para
la estabilidad de los complejos. La crio-TE emerge como una técnica prometedora para
abordar esta cuestion, ya que permite visualizar directamente complejos proteicos en el

entorno nativo.

En este trabajo se han empleado dos aproximaciones experimentales para la
visualizacion de dimeros de D;R en membrana, una en liposomas, con un entorno
lipidico controlado y otra en membranas nativas de células HEK293T. En 2020,
Prasanna y colaboradores describieron que el colesterol de membrana modula la
poblacion relativa de varias conformaciones de heterodimeros co-existentes del
receptor de adenosina AA y Ds;R siendo importante tanto la interaccion directa
receptor-colesterol como los efectos indirectos ocasionados en la membrana?®’. Una

comparacion entre las dos aproximaciones experimentales (liposomas y vesiculas
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derivadas de HEK293T) podria ayudar a comprender si se puede replicar in vitro lo

observado en las membranas plasmaticas nativas.

En este caso, los tomogramas recogidos tanto de liposomas como de GPMVs indican la
necesidad de adquirir mas datos y de mejorar el procesado. La literatura reciente
reporta la adiciéon de marcadores de oro coloidales como una estrategia eficaz para
mejorar el alineamiento de las series de inclinacién, consiguiendo una mejor resolucion
comparado con aquellas muestras donde no se han utilizado'”-28, Si bien su adicion
resulta toxica para las células, su incorporacion en las muestras de liposomas y GPMVs

es factible, pudiendo esto mejorar el alineamiento y con ello las reconstrucciones 3D.

Otra de las grandes limitaciones que presenta la aplicacion de la crio-TE en este trabajo
es el pequefio tamafo del D;R. Actualmente, el limite de tamafio de muestra para crio-
TE se situa entre 200 y 400 kDa. Asi, si bien con complejos grandes como el complejo |
de la proteina COAT?®, el complejo de poro nuclear®*®?! o ribosomas®?2% se han
alcanzado altas resoluciones, la resolucién estructural de pequenas proteinas aun
constituye un desafio. En el caso de los GPMVs, se utilizé un D;R marcado con MTH con
el fin de poder identificar al receptor de entre todo el contenido de la membrana
plasmatica. Sin embargo, los cumulos generados fueron demasiado pequefios. Se
espera que una MTH sea capaz de generar cumulos de 1 nm de tamano, lo que resulta
demasiado pequeno para su clara visualizacion. Si bien se podria realizar un picado
aleatorio y “limpiar” las clases hasta observar el D3R (sobre-expresado en membrana)
también se han generado alternativamente en el laboratorio otros constructos D2R y D3R
con dos etiquetas de MTH, con el fin de aumentar el contraste y mejorar su
identificacion. La recogida de datos con estas nuevas muestras podria indicar si los
cumulos alcanzan el suficiente tamafio. En este caso, estas podrian ademas utilizarse
para su insercion en liposomas, evitando asi picar toda la membrana, eliminando con
ello el ruido asociado. Por otra parte, una estrategia para aumentar el tamafo del
complejo podria consistir en co-expresar el D3R con proteinas de mayor tamano con las
gue se hayan definido la existencia de heterémeros a fin de facilitar la obtencion de
estructuras, aunque sea a baja resolucion, para comprender mejor la arquitectura de

estos dimeros, ver qué especies oligoméricas estan disponibles en la membrana o
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cémo es la organizacion de los oligdmeros de orden superior (organizacion lineal versus
ciclica). Por ejemplo, para el D,R se ha descrito la interaccién con los receptores NMDA
(110 kDa), mas grandes y voluminosos que un GPCR2?%2%_ Qtra alternativa seria la
adicién de los nanoanticuerpos generados frente al D3R (capitulo 5) o la adicién de
proteinas GaPy, si bien se desconoce como puede afectar la unién de los

nanoanticuerpos o el complejo heterotrimérico a la dimerizacién de los receptores.

Por otro lado, en crio-TE aplicada a células se suele hacer uso de la fluorescencia
correlacionada. En este método, la proteina de interés se marca con una sonda
fluorescente y la muestra vitrificada se carga en un microscopio fluorescente donde se
localiza la sefal de fluorescencia y seguidamente la muestra se transfiere bajo
nitrégeno liquido al microscopio electrénico, guiando los datos de fluorescencia la
recogida de datos?”. Si bien esto es muy comun para las muestras de lamelas
obtenidas por “FIB-milling”, también podria utilizarse para los GPMVs o liposomas,

donde no se espera una distribucion homogénea del D;R.

Por ultimo, no hay que olvidar que la sobre-expresion de los receptores en sistemas
heterélogos, aunque util para estudios iniciales, puede conducir a artefactos. Asi, una
vez optimizada la muestra y procesado en crio-TE se requeriria de la transfeccion a
niveles equiparables a los enddgenos a fin de demostrar la existencia y relevancia
funcional de los dimeros en un contexto fisiolégico, eliminando las controversias en el
campo. Ademas, seria interesante evaluar como la adicion de agonistas y antagonistas
modula la oligomerizacién y/o determinar como la oligomerizacion modula la eficacia 'y

potencia de los ligandos.

6.5 Conclusiones

En base a lo presentado en este capitulo, se pueden establecer las siguientes

conclusiones:
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i) La determinacién estructural de dimeros de GPCR resulta esencial para comprender
su estequiometria y funcion. Sin embargo, las técnicas de solubilizaciéon basadas en
detergentes pueden afectar la estabilidad y la conformacion nativa de estos complejos,
debido a su naturaleza labil y transitoria siendo dificil la obtencién de informacién a alta

resolucion.

ii) Se abordan nuevas estrategias para estudiar la oligomerizacion de D;R empleando la
crio-TE para visualizar estos complejos directamente en membrana, constando ahora
de las herramientas y el conocimiento necesarios para continuar el procesado y
adquisicion de mas tomogramas, pudiendo el grupo de investigacion iniciarse en el

estudio de complejos de senalizacidn en un entorno nativo.
iii) Se visualiza la presencia de D3R en liposomas a través de crio-TE, obteniendo un
modelo a baja resolucién que revela la necesidad de optimizar el alineamiento de los

tomogramas y procesado de datos para mejorar su resolucion estructural.

iv) Se necesita optimizar la preparacién de GPMVs para conseguir identificar y aislar los

receptores del resto del contenido de la membrana plasmatica.
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Los GPCRs constituyen una relevante diana terapéutica para multitud de enfermedades
siendo la principal limitacién para el desarrollo de nuevos farmacos el traslado de los
resultados obtenidos in vitro a la clinica. Ello se debe no solo a las limitaciones
inherentes a los modelos animales, también a i) la falta de herramientas selectivas que
actien exclusivamente sobre el receptor y la ruta que se desea explorar’®, siendo dificil
asociar la activacion de vias a perfiles fisiolégicos (o terapéuticos), ii) el escaso
conocimiento de la complejidad celular y iii) la falta de modelos celulares y ensayos

representativos.

En esta tesis doctoral se utiliza la determinacion estructural de complejos unidos a
farmacos como estrategia para el desarrollo racional de farmacos mejorados. Se
muestra la determinacion estructural de dos complejos activos de D3R unidos a dos
ligandos, identificando nuevas regiones clave para la selectividad del receptor (capitulo
3) y las bases del sesgo hacia la activacidn de proteinas G, en este caso a través de una
disminucién en el reclutamiento de B-arrestina (capitulo 4). El disefio de nuevos
ligandos basados en estas estructuras puede dar lugar a moléculas mejoradas,
permitiendo su uso ya sea como farmaco o como herramienta para el estudio funcional
del receptor. De hecho, resultados preliminares de este trabajo muestran una mayor
selectividad para D3R de compuestos disefiados racionalmente a partir de la estructura
de D3R unida a una molécula bitépica selectiva (capitulo 3), validando el disefo racional
de ligandos selectivos basado en esta estructura. Ademas, en el caso de ligandos
bitdpicos, la determinacién estructural es especialmente relevante pudiendo existir
diversas conformaciones de ligando que pueden contribuir de manera diferencial a la

respuesta celular.

Por otra parte, en esta tesis doctoral se han desarrollado y caracterizado
nanoanticuerpos dirigidos a Ds;R que pueden ser utilizados para el estudio funcional
basico del receptor. Estos nanoanticuerpos (capitulo 5) pueden ser utilizados como
herramientas para el estudio funcional (como biosensores o moduladores de la
actividad del receptor en ensayos celulares) y estructural del receptor permitiendo el

diseno racional de farmacos antagonistas o agonistas parciales mejorados a través de
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la determinacidn estructural de receptores unidos a este tipo de moléculas al aumentar
el tamano de los receptores. Ademas, también pueden utilizarse como marcadores, por
ejemplo, para el estudio de la oligomerizacion de Ds;R en crio-TE, permitiendo la
identificacion de oligdmeros de D;R en membrana, actuando como herramientas

versatiles que permiten un estudio detallado del receptor.

Sin embargo, a pesar de los avances en la comprension de la estructura y funcién de
GPCRs, el desarrollo de farmacos con alta eficacia en la clinica sigue siendo un desafio
debido a i) la complejidad de la senalizacion celular y ii) las limitaciones de los disefnos
experimentales, donde las condiciones del ensayo también influyen en la respuesta
observada dificultando la obtencion de resultados consistentes y reproducibles entre

laboratorios.

i) Complejidad de la senalizacion celular. Existen otros aspectos como el contexto
celular, la cinética de unién del ligando y proteinas transductoras, la distribucion
subcelular del receptor o la movilidad del receptor dentro de la membrana plasmatica
gue influyen en la respuesta del receptor?’. El D;R se expresa principalmente en
neuronas, células altamente polarizadas donde la distribucion de moléculas
senalizadoras difieren entre el axdn y las dendritas siendo el DsR un receptor pre- y
post-sinaptico, lo que sugiere que puede desempenar funciones distintas segun su
localizacién. Ademas, es probable que la densidad de receptores en las sinapsis sea
diferente a la presente en otras regiones, lo que puede influir por ejemplo en la
formacion de oligdmeros. Ademas, para el D;R se describe que el agonista induce a DsR
a sufrir una desensibilizacién seguida de un secuestro farmacoldgico, donde se da el
secuestro de los receptores de la superficie celular en una fraccion mas hidréfoba
dentro de la membrana plasmatica dejando al receptor en un estado inactivo en la
membrana®®. También se ha descrito que las proteinas G pueden presentar diferentes
cinéticas en la liberacion de GDP por GTP durante la activacién, lo que depende del tipo
de proteina G, de su localizacion y el receptor (que actia como un factor intercambiador
de nucléotidos de guanina), habienddse reportado un caso extremo de acoplamiento no

productivo de proteina G al receptor, no observandose disociacién del trimero?,
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ii) Limitaciones de modelos celulares y ensayos. Ademas de la complejidad inherente a
la senalizacién celular, uno de los grandes problemas que subyacen a la falta de
transferabilidad de los farmacos obtenidos in vitro a la clinica deriva de las limitaciones
de los modelos experimentales actuales. Por ejemplo, para el estudio de D3R se suelen
utilizar modelos celulares faciles de transfectar donde se sobre-expresa el receptor
dificultando la abundancia de D:R en el tejido nativo y la escasez de herramientas
selectivas el estudio de D3R en modelos fisioldgicos mas complejos. Recientemente se
han desarrollado ensayos como la plataforma ONE-GO que permite el estudio de la
activacion GPCR midiendo el nivel de Ga-GTP en células (como un evento mas préximo
a la activacion del receptor que la disociacién de Ga y GBy observada en TRUPATH) y
con la capacidad de monitorear la actividad GPCR enddégena en una amplia gama de
sistemas fisiolégicamente relevantes (por ejemplo, diferentes tipos de células primarias

como neuronas)?®.

Por otro lado, el aspecto cinético se subestima generalmente en la investigacién de los
GPCRs, desarrollandose los experimentos en condiciones de equilibrio cinético. Sin
embargo, la tasa de asociacion y disociacion de un ligando, asi como el tiempo de
residencia del ligando en el sitio de unién, pueden influir significativamente en la
selectividad hacia un receptor y el perfil de sefalizacién de un compuesto. Por ejemplo,
un estudio previo reporté que el farmaco tiotropio se disocia mas facilmente del OBS
del receptor muscarinico M, que del M; debido a una mayor movilidad del ECL2 en el
receptor muscarinico M,*°, explicando la cinética la selectividad para el receptor M
observada para este fdrmaco, donde la afinidad de unién para ambos receptores en
equilibrio es similar. Por otro lado, un estudio en células CHO transfectadas con D,R ha
demostrado que el grado de sesgo de senalizacién del aripripazol y el bifeprunox puede
variar con el tiempo y que ello esta relacionado con diferentes tiempos de residencia de

los ligandos en el receptor®’.

El diseno experimental también puede ser clave para la deteccion y caracterizacién de
oligdmeros de GPCRs, donde la presencia de la membrana puede ser determinante
para la estabilidad de estas especies. Si bien existe en la literatura evidencia

experimental de la existencia de algunos dimeros (demostrados por diferentes
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técnicas), se desconocen los detalles acerca de su estequiometria, mecanismos
alostéricos o su relevancia fisioldgica. En esta tesis doctoral se introduce el uso en el
grupo de investigacion de la crio-TE como estrategia para identificar
inequivocamente la existencia y relevancia fisiolégica de oligomeros en GPCRs. La
crio-TE, al permitir la visualizacion de proteinas en un contexto celular nativo, se
presenta como una técnica idénea para determinar sin ambigliedades y de manera
inequivoca la estructura de los dimeros de GPCRs. Aunque existen limitaciones
actuales en cuanto al tamano de estos receptores, el continuo desarrollo de la técnica,
junto con el empleo de estrategias como la utilizacién de nanoanticuerpos para
aumentar el tamafno de los complejos, permitirdn superar estos desafios y obtener
informacion estructural de alta resolucion de oligdmeros de GPCRs in situ.
Recientemente, un estudio empledé la crio-TE para visualizar directamente la
arquitectura tridimensional y la organizacion supramolecular de los componentes post-
sinapticos en sinaptosomas de hipocampo de rata revelando la presencia de “clusters”
en la densidad post-sinaptica®’*? | Sin embargo, aunque intentaron procesar los sub-
tomogramas de los sinaptosomas, no fueron capaces de resolver la estructura de los
componentes debido a la heterogeneidad de las particulas presentes. La existencia de
estos “clusters” muestra un nivel superior de organizacion por el que los GPCRs pueden
formar estructuras compuestas no soélo por homo- o heterodimeros, sino por complejos
supramoleculares formados por varios receptores y una variedad de proteinas que
modifican la actividad del receptor, redistribuyéndose en la membrana y pudiendo ser
regulados por otros receptores del “cluster” u otras moléculas®®. El uso de
biomarcadores moleculares especificos (por ejemplo, con nanoanticuerpos o a través
del marcaje con varias MTHs) podrian ayudar a caracterizar los “clusters”, permitiendo
determinar su composicion molecular y su papel en los procesos de senalizacion
sinaptica, permitiendo asi el estudio de los receptores en su contexto nativo, lo que sin

duda facilitara la transferencia de compuestos a la clinica.

En definitiva, la sefalizacion mediada por GPCRs es un proceso dinamico y complejo,
modulado por multiples factores presentando asi diferentes niveles de organizacién y
complejidad. Comprender los mecanismos moleculares que subyacen a su activaciony

como factores como el agonismo sesgado y la oligomerizacién influyen en ella es
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fundamental no solo para comprender la fisiologia de esta importante familia de
receptores sino también para el desarrollo de nuevas terapias. Para ello se requiere de
un enfoque multidisciplinar que combine biologia estructural con ensayos funcionales
gue permitan el estudio de la farmacologia de los receptores, incluyendo la evaluacién
cinética y estableciendo condiciones experimentales que se asemejen lo mas posible a

las fisiologicas.
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ANEXOS

ANEXO I.

Estadisticas de adquisicion, refinado y validacion de datos de crio-ME obtenidos para la

muestra de D;R:GoaPy:scFv16 unida al ligando bitopico FOB02-04A.

Conformacion A

Adquisicion y procesado de datos
Microscopio
Identificacién ESRF
Detector
Magnificacion
Voltaje (kV)
Exposicion de electrones (e—/A?)
Rango de desenfoque (um)
Tamario de pixel (A)
Simetria impuesta
Micrografias
Iméagenes de particulas finales (n.°)
Resolucion del mapa (A)

Umbral de FSC

Refinado

Modelo inicial utilizado (Codigo
PDB)
Resolucion del modelo! (A)
Umbral de FSC
Factor B de nitidez del mapa (A%
Composicion del modelo
Atomos que no son hidrégeno
Residuos de proteinas
Ligandos
Factores B (A?)
Proteina
Ligando
Desviaciones r.m.s
Longitudes de enlace (A)
Angulos de enlace (°)
Validacion
Puntuacion de MolProbity
Puntuacién del choque
Rotameros pobres (%)
Puntuacion EMRinger
Diagrama de Ramachandran
Favorecido (%)
Permitido (%)
No permitido (%)

FEI Titan Krios
10.15151/ESRF-ES-751565769
K3 Summit + GIF
105.000x
300
49,88662
-1to -3
0,84
C1
22.655
275.383
3,05
0,143

7CMV, 6K41

3.1
0,5
-100

8.666
1.115

78,52
48,81

0,003
0,51

1,33
4,89
0,21
3,22

95,44
4,47
0,09

Conformacion B

FEI Titan Krios
10.15151/ESRF-ES-751565769
K3 Summit + GIF
105.000x

300

49,88662

-1to -3

0,84

C1

22.655

159.184

3,09

0,143

7CMV, 6K41

3,4
0,5
-156,9

8.633
1.112

118,04
106,34

0,01
1,06

1,30
5,61
0,53
2,67

98,35
1,55
0,09

1 Resolucion en la que el FSC entre el mapa y el modelo es 0,5. r.m..s hace referencia a la media cuadratica
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ANEXO II.

Estadisticas de adquisicion, refinado y validacion de datos de crio-ME obtenidos parala

muestra de D;R:GoaPy:scFv16 unida al ligando bitopico AB04-88.

DsR:GoaBy:scFv16:AB04-88

Adquisicién y procesado de datos

Microscopio FEI Titan Krios
Detector Cumbre del K3 + GIF
Aumento 105.000x
Voltaje (kV) 300
Exposicion de electrones (e—/A?) 55
Rango de desenfoque ( um ) -la-3
Tamafio de pixel (A) 0,8354
Simetria impuesta C1
Micrografias 18.941
Iméagenes de particulas finales (n.°) 63.406
Resolucion del mapa (A) 34
Umbral de FSC 0,143
Refinado
Modelo inicial utilizado (codigo 9F33
PDB)
Resolucién del modelo ! (A) 3,64
Umbral del FSC 0,5
Factor B de nitidez del mapa (A?) -100
Composicion del modelo
Atomos que no son hidrégeno 8.581
Residuos de proteinas 1.110
Ligandos
Factores B (A 2)
Proteina 112,04
Ligando 98,61
Desviaciones r.m.s
Longitudes de enlace (A) 0,002
Angulos de enlace (°) 0,479
Validacion
Puntuacion de MolProbity 1,58
Puntuacion del choque 6,23
Rotameros pobres (%) 0,32
Puntuacion EMringer 2,17
Diagrama de Ramachandran
Favorecido (%) 96,43
Permitido (%) 3,3
No permitido (%) 0,27

I Resolucién en la que el FSC entre el mapa y el modelo es 0,5. r.m..s hace referencia a la media cuadratica
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ANEXO IIl.

Curvas concentracién-respuesta de las variantes de D;R obtenidas tras la activacion de Goa
mediante ensayos TRUPATH en presencia de FOB02-04A. Todos los datos presentados son
medias + SEM de cuatro experimentos independientes (n = 4) realizados en triplicados técnicos
excepto para H29"*2F con pramipexol, S196°%4A, Y36573°A, T3697%%@ (n=3), DsR WT, V862°'A,
L89%%4A, EQ0%%5A, F346°%52a (n=5), y T115%*%A (n=6).

V8g261 L§9-2-64 E90265 F1063-28
0z Log [FOBO2-04A] {M) 029 Lag [FOB0204A] (M} 0.2 Log [FOBO2044] (M) az= Log [FOBO0Z-04A] (M)
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ANEXOS

ANEXO IV.

Simulaciones de MD de interacciones establecidas por el complejo D;R:GaoBy con el
ligando bitopico FOB02-04A y el pramipexol. A y B) Interaccion de puente salino entre el
grupo carboxilo de D110%*2en D3R con el nitrégeno del enlace amina trans-ciclopropilo de
FOBO02-04A (A) y con el atomo N1 del grupo propilamina de pramipexol (B). C) Interaccion de
enlace de hidrégeno entre S196°“en D:;R con FOB0204-A. D-F) Frecuencia de interaccién y
distancias més cercanas entre el grupo carboxilo de E90*®*en D3R con la regién indol (Dy E) y el
grupo amida de FOB02-04A (F). G y H) Distancias mas cercanas entre el grupo carboxilo de
EQ0%%y el grupo amina protonado N (g) de H29"*2 con FOB02-04A (G) y pramipexol (H). 1y J)
Distancias mas cercanas entre el oxigeno del esqueleto peptidico de E9Q0*®°y el grupo amina

protonado N () de H29"*? con FOB02-04A (1) y pramipexol (J).
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ANEXOS

ANEXO V.

Simulaciones de MD y de acoplamiento molecular de interacciones establecidas por el
complejo D;R:GaoPy con el ligando bitopico FOB02-04A y el pramipexol. Ay B) Diagrama de
interaccién 2D entre D3R con D3R:Gagfy y FOB02-04A en Conformacioén A (A) Conformacion B
(B). Cddigo de colores: verde, hidréfobo; azul, polar; rojo, cargado negativamente; gris, glicina.
C) Comparacion de las poses de FOB02-04A obtenidas a partir de la estructura de crio-ME con
las predichas por acoplamiento molecular y simulaciones de MD para la Conformacion A (panel

izquierdo) y B (panel derecho).
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ANEXOS

ANEXO VI.

Curvas concentracién-respuesta de las variantes de D;R obtenidas tras la activacion de Goa

mediante ensayos TRUPATH en presencia de AB04-88. Todos los datos presentados son

medias * SEM de tres experimentos independientes (n = 3) realizados por triplicado técnico

excepto para L89*%A, 1183552 F345°%5", Y3657, T3697*°y E389%° (n=4).
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ANEXOS

ANEXO VII.

Purificaciéon de nanoanticuerpos. Geles SDS-PAGE con las 16 muestras de nanoanticuerpos
purificadas. En azul se subrayan los nanoanticuerpos que resultaron positivos para la unién a

Ds;R.S: Sobrenadante, Lav=Lavado, E=Elucién.
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