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Resumen.

Los receptores a,p adrenérgicos tienen siete dominios transmembranales y se
acoplan a proteinas G heterotriméricas, estos receptores pertenecen a un grupo mas
general constituido por tres receptores: los ai, a, y B, donde los a; se subdividen en
Qia, 18 Y Q1p. LOS receptores ayp adrenérgicos han sido vinculados con procesos
patolégicos como la hipertension arterial e hiperplasia prostatica benigna. Algunos
estudios han permitido atribuir funciones especificas a distintas regiones estructurales
de los receptores oy, en particular se ha observado que el dominio amino terminal
mantiene intracelularmente al receptor adrenérgico ayp, sugiriendo la interaccion con
proteinas reguladoras que pudieran modular su expresion y funcién. En este estudio
se utilizaron los dominios amino y carboxilo terminal del receptor adrenérgico aip
como carnadas para identificar proteinas con afinidad por estos dominios mediante el
tamizaje de una libreria de corazén, empleando la técnica del doble hibrido en
levadura. Entre las proteinas identificadas podemos mencionar: la proteina asociada
a adenilato ciclasa (Bockaert y Pin), nebulette, selenoproteina W, proteinas F-box 7 y
22, prosaposina y AMSH. Los estudios realizados han permitido determinar la
participacion de algunas de estas proteinas en la funcién del receptor a;p-AR en
células Hek 293-T.



Abstract

The alpha 1D adrenoceptors are seven transmembrane receptors coupled to
heterotrimeric G proteins, these receptors have been classified within a most general
group which includes: the a1, a2 y B, the a;-ARS are subdivided into oa, ags and oup.
The alpha 1D adrenergic receptors have been associated with pathological processes
such as hypertension and prostatic benign hyperplasia. Some studies permitted the
assignment of distinct function to different structural regions in the oy adrenergic
receptors; in particular, it has been observed that the amino terminal region of the oup
adrenergic receptor maintains it in intracellular compartments thus suggesting the
interaction with intracellular proteins that could be modulating the expression and
function of these receptors. In this study, we used the amino and carboxyl terminal
domains of the aup adrenergic receptor in order to identify proteins with affinity for
these regions using the yeast two hybrid system with a human heart cDNA library.
The proteins identified include: the cyclase associated protein (CAP), nebulette,
selenoprotein W, F-box proteins 7 and 22, prosaposin and AMSH. Functional assays
indicated that some of these proteins affect the sensibility of a;p adrenergic receptor in
HEK 293-T cells.



Introduccién

I. Transduccién de sefiales

Las células reciben y responden a sefiales de su ambiente, es decir cambian
su actividad para adaptarse al entorno. Organismos tan sencillos como las bacterias
y las levaduras son capaces de responder a los cambios en temperatura, luz, estrés
osmdético, entre otros; algunos organismos eucariontes unicelulares incluso son
capaces de migrar hacia un gradiente de concentracion quimico. Sin embargo, es en
los organismos multicelulares donde la comunicacién célula-célula alcanza sus
niveles mas altos de sofisticacion y complejidad. Los organismos unicelulares vy
multicelulares reciben estimulos externos que pueden ser de naturaleza mecanica,
quimica, luminosa o incluso por el contacto entre células (Cooper, 2004; Pollard,
2004).

Las diferentes moléculas (estimulos) transmiten informacion entre las células
de organismos multicelulares, actuando como ligandos que se unen a receptores
especificos (usualmente una proteina de membrana) expresados en células blanco.
En una fase inicial, las células reconocen este estimulo mediante su unién a un
receptor que al ser activado transduce la sefial externa en una sefial quimica
(mensajero) interna (Pollard, 2004), donde el mensajero quimico actla sobre un
sistema efector para modificar el comportamiento de las células (Fig.1). La
transduccion de sefales es un proceso complejo donde la informacién pasa a través
de vias de sefializacion que consisten en series de proteinas distintas, donde
tipicamente una proteina actia sobre la siguiente cambiando su conformacion (Karp,
2002).
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Fig. 1 Activacion de receptores y transduccion de sefiales (Pollard, 2004).

Los miles de ligandos conocidos actian a través de 20 familias de receptores,
cada cual asociada a distintos mecanismos de sefializacion transduccional. Entre las
familias de receptores podemos mencionar: los receptores con actividad de cinasa de
tirosina, receptores para citocinas, receptores con actividad de fosfatasa de tirosina,
canales ionicos activados por ligando, receptores acoplados a proteinas G y

receptores con actividad guanilato ciclasa, entre otros (Pollard, 2004).

Il. Receptores acoplados a proteinas G.

Estructura y funcion.

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) transmiten las sefiales al

interior de la célula a través de proteinas que unen nucleétidos de guanina (GDP en



estado basal o GTP en estado activo), las llamadas proteinas G, estas proteinas
estan conformadas por tres subunidades designadas como o, By y. A través de este
sistema ejercen sus efectos muchos neurotransmisores, hormonas peptidicas,

eicosanoides y neuropépidos.

La superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) ha
evolucionado como el sistema de sefalizacién transduccional mas ampliamente
usado en mamiferos (Offermanns, 2003), constituye una de las familias mas
importantes de receptores de membrana que permiten la comunicacion entre las
células y con otros organismos. En vertebrados, esta familia puede incluir a mas de
2000 receptores y representa aproximadamente el 1% del genoma (Vazquez-Prado
et al., 2003). Mas de una cuarta parte de los farmacos que actualmente se prescriben
actian como ligandos o ejercen sus efectos a través de esta gran familia de

receptores (Karp, 2002).

Los miembros de esta familia comparten una estructura general que consiste
en una region amino terminal (N-ter) extracelular, siete dominios transmembranales
(TM 1-7) interconectados por tres asas extracelulares y tres intracelulares en
disposicion alterna y una region carboxilo terminal (C-ter) intracelular (Tanoue et al.,
2002b; Vazquez-Prado et al., 2003) (Fig.2).
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Fig. 2 Representacion bidimensional de los GPCRs, imagen del sitio
http://isoft.postech.ac.kr/Research/POSBIOTM/content/struc.html



Los procesos de sefalizacion, mediados por estos receptores, estan
involucrados en un gran numero de eventos fisiolégicos y patoldgicos, algunos
desérdenes congénitos han sido relacionados con defectos en los GPCRs, entre los
cuales podemos mencionar la retinitis pigmentosa causada por un defecto en el
receptor para rodopsina (Karp, 2002). Entre los procesos mediados por estos
receptores se encuentra la percepcion de estimulos luminosos y sensoriales,
metastasis, neurotransmision, regulacién de la presién sanguinea y movimiento
celular, entre otros (Karp, 2002; Lefkowitz, 2004; Pollard, 2004).

[1l. Activacion de GPCRs y vias de sefalizacion.

Experimentos bioquimicos y de mutagénesis han permitido identificar algunas
regiones de particular importancia para la activacion de estos receptores, se ha
observado que el cambio de orientacion entre los dominios transmembranales 3 y 6
es importante en este proceso; por otro lado se sabe que en la segunda y tercera
asas intracelular se encuentran los sitios de union a proteinas G (Bockaert y Pin,
1999).

Los GPCRs, al ser activados por la unién con un ligando quimico, incrementan
su afinidad por proteinas G heterotriméricas, estableciéndose un complejo entre
agonista, receptor y proteina G. Esta interaccion causa un cambio conformacional en
la subunidad o del heterotrimero lo cual favorece el intercambio de GDP por GTP y la
subsecuente disociacion de la subunidad o del dimero By, que actian por separado
sobre diferentes moléculas efectoras y promueven la generacion de segundos
mensajeros, permitiendo de esta manera la transmision de sefiales (Karp, 2002;
Pollard, 2004).

Esta familia de receptores puede llevar a cabo sus funciones a través de
diferentes proteinas G existentes en la naturaleza, algunas de estas pueden tener

una funcién estimulatoria o inhibitoria dependiendo de la subunidad o, entre las



diferentes isoformas tenemos por lo menos 20 subunidades Ga diferentes, cinco GB y
12 Gy, existen por lo tanto diferentes combinaciones entre las subunidades de las
proteinas G, esto les confiere diferentes capacidades de respuesta al asociarse a un
receptor o una proteina efectora, ademas pueden presentar una distribucion
diferencial segun el tipo celular del que se trate. De esta manera podemos dilucidar
gue un mismo estimulo puede causar una respuesta diferente en sistemas celulares
distintos. Por la similitud en sus secuencias y las funciones que desempefian, las
subunidades Ga. se han clasificado en 4 clases principales (Gai, Gas, Gogi1 Y Goziz)
cada una de ellas puede llevar a la activacion de diferentes proteinas efectoras y por

lo tanto distintas vias de sefializacion (Offermanns, 2003).

La activacion de la via de sefializacion mediada por la familia Gas promueve la
acumulaciéon de cAMP, por activacion de la adenilato ciclasa; al estimular la familia de
Ga; se promueve la inhibicion de la adenilato ciclasa, mientras que Goga1 activa a la
fosfolipasa CB (PLC-B) y como consecuencia se libera Ca®" al citosol. Las sefiales
mediadas por Gauznz incluyen formacion de fibras de estrés, dependientes de la
activacion de la GTPasa Rho, importantes durante el movimiento celular (Offermanns,
2003).
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Fig. 3. Principales subfamilias de proteinas G activadas por receptores de siete dominios

transmembranales y sus principales efectos.



La evidencia experimental sugiere que los GPCRs presentan un estado de
equilibrio entre dos modelos de activacién, donde pueden pasar de un estado inactivo
a un estado espontaneamente activo que permite la unién del receptor con proteinas

G heterotriméricas en ausencia de ligando (Gisbert et al,, 2000).

IV. Modulacién de la funcién de receptores acoplados a proteinas G:

Usualmente cuando las células estan expuestas a algun agonista por un
periodo prolongado o a una concentracion alta, la respuesta subsecuente a dicho
agente disminuye progresivamente o termina en la mayoria de los casos. Este
proceso bioldgico se conoce como desensibilizacion del sistema o taquifilaxis (Garcia-
Sainz et al, 2000), donde un receptor al ser estimulado puede llevar a su propia
inactivacion (desensibilacion homoéloga) o bien promover la inactivacion de otros
receptores (desensibilizacion heterdloga), en este proceso estan involucradas varias
proteinas que actlan a través de una serie de pasos para llevar a la regulacion de la
respuesta. De manera inicial la fosforilacion de la region C-terminal de los GPCRs
inactiva al receptor incrementando su afinidad por moléculas de arrestina, lo que
interfiere estericamente la union del receptor con la proteina G, estableciéndose de
esta manera el estado de desacoplamiento del receptor. Las B-arrestinas unen
moléculas de clatrina, lo cual inicia el proceso de internalizacion de receptores
fosforilados (Fig. 4)(Garcia-Sainz et al,, 2000; Vazquez-Prado et al,, 2003).

A. Receptor 8. Receptor
ﬂ‘l’m & Activacion 3 activo

por union al —
ﬁ Fligand o

Activacion de G
‘v disociacion de ©

ﬁﬁ“""_' B ' ‘(‘4.;‘*

by L ¥ |
Arrestinas

bE 3 A S :
s __‘D;p , 5 2 r;;;::‘t egulacién negativas ?
M b |$\ C ‘r.‘ v‘-é s i se_gundos g por fosforilacion y % :
\fv’v._u.;; 1 L gi GTP mensajeros activan union a arrestinas
W PKA y PKC

Fig. 4. Desensibilizacién de receptores acoplados a proteinas G (Pollard, 2004).



En el proceso de desensibilizacion homéloga participan cinasas, activadas por
receptores acoplados a proteinas G, conocidas como GRKs (familia de por lo menos
6 cinasas que fosforilan en residuos de serina/treonina). Durante la desensibilizacion
heterdloga participan cinasas activadas por segundos mensajeros y donde cualquier
estimulo que pueda incrementar la concentracion de estas moléculas, potencialmente
puede inducir fosforilacion y desensibilizacién de cualquier GPCR que presente los
sitios consenso para fosforilacion por la cinasa en turno (Garcia-Sainz et al., 2000),
entre las principales cinasas activadas por segundos mensajeros podemos
mencionar a la proteina cinasa A 6 PKA (cinasa dependiente de AMPCc), la proteina

cinasa C, llamada PKC (cinasa activada por diacilglicerol y Ca?*) (Cooper, 2004).

V. Clasificacién de los receptores de siete hélices transmembranales:

La comparacion entre las diferentes secuencias de los receptores de siete
hélices transmembranales ha permitido el establecimiento de varias familias de
GPCRs. Todos estos receptores presentan una region “core” comun constituida por
siete dominios transmembranales (TM1-TM7), la mayor parte de las diferencias entre
estos receptores consisten en la longitud y funcion de sus regiones amino y carboxilo
terminal, asi como en las asas intracelulares, cada uno de estos dominios provee

propiedades especificas entre las diferentes proteinas receptoras (Offermanns, 2003).

Se han establecido tres familias principales de receptores acoplados a
proteinas G (Fig. 5), sus miembros prototipo son el receptor para rodopsina, secretina
y receptores metabotropicos para glutamato respectivamente. Alrededor de la mitad
de los receptores de la familia 1 estan involucrados en la deteccion de estimulos
luminosos, de sabor u olor (Offermanns, 2003; Foord et al, 2005). En las
clasificaciones recientes se reportan 276 genes funcionales que codifican para
receptores de la familia 1, 53 para la familia 2 y 19 para la familia 3. También se ha
catalogado como un grupo aparte a los llamados receptores “frizzled”, enlistandose

11 miembros dentro de esta clase (Foord et a/., 2005).
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Fig. 5. Clasificacion y diversidad de los GPCRs. Principales tres familias (Bockaert y Pin, 1999).

Los receptores oy-adrenérgicos como modelo de GPCRs

|. Caracteristicas generales y clasificacion de los receptores adrenérgicos.

Entre los principales receptores acoplados a proteinas G tenemos a los
receptores adrenérgicos (ARS), pertenecientes a la clase 1, representada por el
receptor para rodopsina (Foord et a/,, 2005; Finch y Graham, 2006). Estos receptores
son activados por las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, se encuentran
ampliamente distribuidos y desempefian un papel importante en el mantenimiento de

la homeostasis.

Los receptores adrenérgicos inicialmente fueron clasificados en o y B, pero
estudios moleculares y farmacoldgicos subsecuentes han permitido la clonacion y
caracterizacion de un mayor numero de receptores. En la actualidad los receptores
adrenérgicos se clasifican en tres familias (o, oz y ), cada una con tres miembros:

QA ,0U1B ,OUD ,0l2A ,0l2B ,0l2c, PB1 ,B2 ,B3 respectivamente (Foord ef al,, 2005).



Los receptores 3 adrenérgicos fueron los primeros en ser descritos, este grupo
ha sido vinculado con la regulacion del sistema nervioso central, cardiovascular,
pulmonar (Garcia-Sainz et al., 2000; Mier et al, 2002) y enddcrino ademas de tener
una participacién importante en vias metabdlicas como la lipdlisis (Collins et al., 2004;
Flordellis et al., 2004) y patologias como insuficiencia cardiaca (Flordellis et al.,, 2004;
Koch, 2004).

Los receptores a, se encuentran distribuidos en el sistema nervioso central
(SNC), participan en el control presinaptico para la liberacion de catecolaminas de las
terminales adrenérgicas del sistema nervioso simpético y estan involucrados en la
regulacion del tono vascular de la placenta durante el desarrollo prenatal (Brede et al.,
2004), son mediadores de la respuesta de hipotension producida por catecolaminas,
asi como de la inhibicién de la liberacion de insulina y participan durante procesos de

agregacion plaquetaria (Flordellis et al., 2004).

Los receptores oy, se encuentran distribuidos en la corteza cerebral, el
hipocampo, musculo liso vascular de arterias como la aorta, mesentérica superior de
resistencia (Schwinn et al., 1990; Piascik y Perez, 2001), carétida (Villalobos-Molina et
al, 1999) y femoral (Hrometz et al., 1999). Desempeiian funciones importantes como
la neurotransmision simpatica, la modulacion del metabolismo hepatico, la
contraccion uterina, la regulacion del metabolismo de liquidos y electrolitos, modulan
el tono vascular y la contraccién del musculo liso en el sistema genitourinario (Garcia-
Sainz et al., 2000).

Il. Receptores as-Adrenérgicos:

Este grupo de receptores ha sido vinculado con la regulacion de la contraccion
del musculo liso vascular. Aunque se ha propuesto que este tejido presenta una
expresion heterogénea de as-adrenoreceptores, ha sido posible observar que un solo

subtipo de receptor es responsable en la mediacién de la contraccion del musculo liso



vascular. El receptor adrenérgico aua €s mediador de la contraccion en arteria renal y
caudal (Hrometz et al,, 1999; Gisbert et al., 2000; Piascik y Perez, 2001), mientras
que el aup-AR regula este proceso en la aorta (Villalobos-Molina et al., 1999; Gisbert
et al, 2000; Tanoue et al., 2002b; Gisbert et al., 2003), y las arterias mesentérica
superior, femoral e iliaca (Hrometz et al, 1999; Piascik y Perez, 2001; Ziani et al,
2002). Se ha observado que el aig-AR, a pesar de su amplia distribucién en vasos
sanguineos, parece no ser mediador de la contraccion (Tanoue et al., 2002b; Turnbull
et al., 2003).

Los receptores oy fueron descritos de manera inicial por sus propiedades
farmacoldgicas, que permitieron la caracterizacion de 2 subgrupos (Piascik y Perez,
2001), aua Y aup, con afinidades especificas por ciertos agonistas y antagonistas; el
oua fue definido por presentar mayor afinidad por agonistas como la methoxamina,
oximetazolina, fenilefrina y por antagonistas como el 5-metilurapidil, la (+)niguldipina,
el WB4101 y la fentolamina (Schwinn et a/,, 1990; Piascik y Perez, 2001; Gisbert et
al, 2003). Ademas el agente alquilante cloroetilclonidina (CEC) inactiva
irreversiblemente al oug mientras el a4 €s insensible (Piascik et al., 1994). Debido a
la falta de agonistas y antagonistas con suficiente selectividad por los diferentes
subtipos, la correlacion entre receptores clonados y los farmacol6gicamente definidos
en diferentes tejidos se volvio muy complicada. El a;g-AR de hamster fue el primero
en ser clonadol, que presentaba las propiedades farmacoldgicas definidas, por lo cual
su clasificacion no fue cuestionada (Piascik y Perez, 2001). Posteriormente se clon6
un receptor que fue llamado oic-AR y que aparentemente representaba un nuevo
subtipo (Schwinn et al., 1990); sin embargo, mas tarde fue reclasificado como el o;a-
AR, esta confusidon se presentd al no poder localizar el mRNA del receptor en los
tejidos donde tipicamente se expresa el a;a-AR (Piascik y Perez, 2001). El siguiente
cDNA clonado fue nombrado a;a-AR (Lomasney et al, 1991; Piascik y Perez, 2001,
Garcia-Sainz y Villalobos-Molina, 2004), posteriormente se demostré que
correspondia a un nuevo receptor no definido previamente en los estudios

farmacoldgicos, este receptor ahora es conocido como el aip-AR (Perez et al., 1991).



La confusion generada nos llevd a la nomenclatura, que se maneja en la

actualidad, que comprende 3 a;-AR: a4, 0ug, aip (Garcia-Sainz et al,, 2000).

Ill. Caracteristicas estructurales de los a;-AR:

Estos receptores, presentan 7 regiones transmembranales con 20-28 residuos
de aminoécidos hidrofébicos cada una. En su regién N-terminal presentan sitios
consenso para N-glicosilacion y la region C-terminal contiene sitios para fosforilacion
por GRKs y PKC (Fig. 6), mientras que la segunda y tercer asa intracelular estan
involucradas con la unién de proteinas G y en el caso de la tercera asa también

presenta sitios consenso para fosforilacion por PKA (Garcia-Sainz et al,, 1999).
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Fig. 6 Modelo esquematico del receptor adrénergico a,g de hamster (Garcia-Sainz et al., 1999).

La unién de agonistas con estos receptores se da por la presencia de residuos
de aminoacidos conservados entre los dominios transmembranales 3 a 7. En la
region transmembranal 3 se trata de un residuo de aspartato, en el dominio
transmembranal 5 se conservan 2 residuos de serina y en el transmembranal 6 se

conserva un residuo de fenilalanina que interactian con ciertos grupos funcionales



presentes en las catecolaminas (Piascik y Perez, 2001), permitiendo la unién ligando-
receptor y la activacion del ultimo. La variacion en estos residuos entre los diferentes
subtipos de a;-ARS es la que confiere la especificidad o la afinidad con la que se une

un ligando a los diferentes receptores.

A nivel estructural, los a;-AR se encuentran altamente conservados incluso
entre las diferentes especies, comparten del 70.5 al 71.3% de similitud en las
secuencias de sus regiones transmembranales (Finch y Graham, 2006). También se
presenta una alta conservacion entre las regiones de la tercera asa intracelular de los
diferentes a;-AR (Hague et al, 2004a), sitio de unién y activacion de proteinas Gg/11.
Sin embargo el receptor a;p-AR, de 572 aminoacidos (Garcia-Sainz y Villalobos-
Molina, 2004) (13, 42), difiere de los otros dos subtipos en que presenta una region
amino terminal inusualmente larga siendo ésta de 97aa, mientras que para el a;a-AR
es de 27aay de 47aa en el a;g-AR (www.hprd.org). En la region carboxilo terminal
también se observa un grado de similitud menor, estableciendose de esta manera
diferencias en la regulacion de la funcion de estos receptores. Se sabe, por ejemplo,
que los sitios consenso para fosforilacién por PKA no estan presentes en el receptor

a1p-AR en comparacion con los otros 2 subtipos.

IV. Vias de sefializacién activadas por los receptores adrenérgicos o.

Los receptores a3-AR llevan a cabo muchas de sus funciones al activar la via
de sefializacion regulada por proteinas de la familia Gogs, utilizando como segundo
mensajero un derivado del fosfolipido de membrana, fosfatidilinositol 4, 5 bifosfato
(PIP,). Este lipido de membrana es sometido a hidrélisis, por la fosfolipasa C (PLC),
obteniéndose como productos el diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3).
Estos segundos mensajeros actian a su vez sobre otras proteinas. El DAG lleva a la
activacion de la proteina cinasa C (PKC) mientras el IP3; se une a sus receptores en el
reticulo endoplasmico, favoreciendo la movilizacion de calcio al citosol (Hu et al,

2003; Collins et al, 2004) (Fig. 7). Existe evidencia de que esta via de sefializacion



esta involucrada en el desarrollo de hipertrofia en corazones adultos sometidos a
estrés mecanico (Lefkowitz, 2004). También se sabe que estos receptores pueden
llevar a la activacion de la fosfolipasa D (PLD), sin embargo esto parece ser de
manera secundaria a la via de sefializacion inicial (Garcia-Sainz et a/., 2000), la PLD
parece activarse posterior a la estimulacion de los receptores adrenérgicos oua Y oup,
pero no al estimular los oug (McGraw y Liggett, 2005). La activacion de la fosfolipasa
A, (PLA,) también parece estar mediada por receptores a;-adrenérgicos (Piascik et
al, 1994).
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Fig. 7. Via de sefializacion activada por proteinas Gga1

Algunos estudios permitieron determinar que los receptores oy adrenérgicos
muestran diferencias en la efectividad con la que activan la via de sefalizacion
fosfoinositidos/calcio (descrita anteriormente). Se ha observado que los receptores
oua presentan la mayor eficiencia de acoplamiento a esta via de sefializacion, el og-
AR presenta una eficiencia media y el a;p-AR presenta la menor eficiencia entre los

tres receptores (Vazquez-Prado y Garcia-Sainz, 1996; Garcia-Sainz et al., 2000).

Estos receptores pueden ser considerados como protooncogenes, ya que son
reguladores del crecimiento celular, ademas han sido asociados con la activacion de

la via de sefalizacién de proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK, familia



de cinasas que fosforila numerosos factores de transcripcion) que potencialmente
contribuyen con el incremento en la sintesis de DNA vy la proliferacion de células de
musculo liso vascular (Schwinn et al., 1990; Garcia-Sainz et al., 1999). Sin embargo,
se presentan diferencias de acoplamiento entre los a;-ARS para activar a esta via, el
a1a-AR activa tres miembros de la familia de MAPK (ERK, JNK y p38), el ais-AR
media la activacion de ERK y p38, mientras que el aup-AR solo activa a ERK(Tanoue
et al., 2002Db).

En cuanto a la modulacion de la funcion de los receptores o, adrenérgicos, se
ha observado que las GRKs 2 y 3 participan en la desensibilizaciéon del receptor os-
AR (Garcia-Sainz et al., 1999) y que la activacion de la PKC bloguea las acciones
adrenérgicas mediadas por el receptor a;p-AR en lineas celulares de fibroblastos Rat-
1 establemente transfectadas, mientras que el receptor a1g-AR se ve medianamente
afectado y el oua-AR so6lo se muestra marginalmente sensible a la activacion de la
PKC (Garcia-Sainz et al,, 1999). Por otra parte, se ha demostrado recientemente que
la internalizacion de receptores de la familia 1, donde se encuentran los
adrenoreceptores, es mediada por el reclutamiento de B-arrestinas tipo 2 que
promueven la union de clatrinas y la subsecuente internalizacion, pero tambien la
coexpresion del receptor con una dominante negativa de la B-arrestina 1 provoco una
disminucion en la internalizacion de los receptores aug-AR Y aua-AR, sin embargo no

se observo efecto sobre el a;p-AR (Chalothorn et al, 2003).

De los tres receptores a;-adrenérgicos, los aip-ARS son los menos estudiados
debido a que presentan una menor eficiencia de acoplamiento para activar la via de
sefalizacion fosfoinositidos/calcio (Garcia-Sainz et al., 1999) y a su baja expresion en
la membrana celular (Chalothorn et a/, 2002). Sin embargo, algunos estudios han
permitido determinar el papel fundamental que desempefian estos receptores en

patologias como la hipertension (Villalobos-Molina et al., 1999).



Receptores asp adrenérgicos.

. Distribucién celular de los a1-AR.

Algunos estudios realizados por Chalothorn en el 2002 permitieron observar
una distribucion celular diferencial de los receptores o; adrenérgicos al ser
transfectados en células HEK 293, donde el a;5-AR/GFP (fusionado a proteina verde
fluorescente, GFP) mostré6 una fluorescencia ubicada predominantemente en el
margen de la célula, en el caso del oip-AR/GFP la fluorescencia se detectd
principalmente en la region perinuclear y el a;a-AR/GFP se detectd tanto en la

superficie celular como en la regién perinuclear (Fig. 8) (Chalothorn et al., 2002).

Subtipo de Estructura en el SMART Ubicacién celular
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Fig.8. Diferencias de estructura y distribucién celular de los a;-AR. Estructura proteica, de los receptores
adrenérgicos a; obtenida mediante el analisis de secuencia de aminoacidos empleando el programa
SMART, distribucion celular de los diferentes a;-AR. Imagenes de la derecha tomadas del articulo
publicado por Chalothorn et al,, 2002.



La expresion a nivel membranal de los diferentes receptores o;-adrenérgicos
(cua>aus>auip) correlaciona con la eficiencia de acoplamiento que presentan estos
receptores en células transfectadas, pero no predice la respuesta /7 vivo (Hague et
al., 2004b).

Recientemente se reportd que los receptores aip-AR se encuentran
constitutivamente activos (Gisbert et al, 2000; Gisbert et al, 2003; Garcia-Sainz y
Villalobos-Molina, 2004; Zhang et al, 2004) y que algunos antagonistas
tradicionalmente usados, como la prazosina, el BMY 7378 y el benoxathian actdan en
realidad como agonistas inversos (Garcia-Sainz y Villalobos-Molina, 2004), se ha
sugerido que la actividad intrinseca de estos receptores puede ser la causa de su

distribucion intracelular.

. Funcién de la regién N-terminal del oup-AR.

La localizacion de los aip-ARs en la region perinuclear, asi como las
diferencias estructurales que presenta este receptor en la region N-terminal con
respecto a los otros dos a;-ARs, llevaron a la realizacion de estudios dirigidos a
determinar la funcion de este dominio del aup-AR al evaluar la expresion del receptor

deletado en los primeros 79 aminoéacidos de la regién amino terminal (A"

oup)-
Ensayos de fotoafinidad y fluorescencia mostraron que el receptor sin este dominio
presenta una mayor localizacion en la superficie de células HEK 293 (Pupo et al,
2003; Hague et al, 2004a) y esta delecion ademas incrementa la formacion de
fosfatos de inositol en respuesta a norepinefrina (NE) (Fig. 9). Hague er a/. también
mostraron que la region N-terminal del receptor contiene una sefal que controla su
localizacion celular, esta sefial es transplantable pues al construir oua 0 og-ARS
quiméricos en los que se sustituyo su region N-terminal por la del a;p-AR, se observo
que presentaban una localizacion celular similar a la del oi;p-AR completo

(distribucion citoplasmatica) y que por el contrario, al construir receptores oup



quiméricos con la region N-terminal sustituida por la del oua 0 aus, €l receptor

quimérico exhibia una localizacion en membrana celular.
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Fig. 9. Diferencias en expresion y funcion del o;p-AR silvestre y AY" oyp. A) Microscopia confocal del

receptor oyp Silvestre y deletado. B) Acumulacion de fosfatos de inositol al estimular con NE.

Posteriormente se reportd la heterodimerizacion entre receptores o;-AR en
células HEK 293. Por técnicas de coinmunoprecipitacién y microscopia confocal fue
posible detectar heterodimerizacion especifica, donde los receptores ayg pudieron
interactuar con los oua 0 oup-AR, sin embargo no se detectd interaccion entre oua Y
aup. ESta interaccion no afecta las propiedades de union a ligandos; por el contrario,
la formacion de heterodimeros resultd en un incremento mayor a 6 veces en los
niveles de expresion del receptor aup. La heterodimerizacion del aip-AR con un oug-
AR deletado (receptor que no se acopla a Gg/1l) incrementd la respuesta de
liberacién de Ca** al citosol en comparacion con la respuesta evocada por el receptor

azp adrenérgico solo (Hague et al., 2004b).



1. Participacion de los receptores a1p-AR en procesos fisioldgicos.

La eficiencia clinica de los antagonistas a;-AR como antihipertensivos refleja la
importancia fisiolégica de estos receptores en la funcion vascular y en el
mantenimiento de la presion arterial (Tanoue et al, 2002a). Los receptores op-
adrenérgicos son reguladores del tono vascular periférico /n vivo, este fendmeno

parece estar determinado por la edad (Villalobos-Molina et a/., 1999).

En estudios con ratones knockout (ratones con una mutacion en el gen del
receptor para evitar la expresién del mismo) para el receptor aip-AR (0up”) se
observé que la presion sistolica y la presion arterial fueron significativamente menores
al ser comparados con los ratones silvestres. Al medir la respuesta de
vasoconstriccion a sustancias vasoactivas en ratones no anestesiados, el incremento
en la presion arterial y la respuesta de contraccion en la aorta fue considerablemente
menor en los ratones knockout para el a;p-AR (Tanoue et al,, 2002b). También se ha
observado que los ratones knockout para este receptor no desarrollan hipertension
inducida por carga salina (Tanoue et al, 2002a). En corazones de ratones doble
knockout para los receptores aia Y ous-AR (ABKO), se observa una respuesta
inotropica negativa posterior al estimulo con fenilefrina y esta respuesta es inhibida
por el antagonista selectivo para aip-AR, BMY 7378. Se observé que este efecto no
es mediado por receptores adrenérgicos presentes en los cardiomiocitos, sino que
parece estar regulado por la disminucion del flujo coronario. El flujo coronario en
ratones silvestres, asi como en los ABKO presenta una disminucion en
aproximadamente el 85% del control (sin estimular, flujo basal) al ser estimulado con
fenilefrina y esta disminucion se ve abatida por la presencia del antagonista o;-AR asi
como por el BMY 7378 (Turnbull et al., 2003).

Los receptores a;1p-AR contribuyen a la regulacion de la contraccion no sélo en
la vasculatura de conductancia (como la aorta), también participan en la contraccién
de vasos sanguineos de resistencia, los cuales son responsables de la reactividad

vascular (Tanoue et al, 2002b), como ya se ha mencionado, son mediadores de la



respuesta de vasoconstriccibn a catecolaminas en arteria mesentérica superior de

resistencia, femoral e iliaca.

En algunos estudios funcionales realizados en ratas normotensas o
hipertensas, jovenes y adultas, se observd que la fenilefrina evoca un efecto de
presibn maxima mas elevado en ratas jovenes y adultas espontdneamente
hipertensas (SHR) en comparacién con ratas normotensas. El antagonista selectivo
para aup-ARs (BMY 7378) disminuye ligeramente el efecto evocado por fenilefrina en
ratas wistar jovenes, pero modifica significativamente el efecto del agonista sobre la
presion diastolica de ratas jovenes SHR. En contraste, el BMY 7378 disminuye de
manera importante el efecto de presion maxima en ratas adultas normotensas e
hipertensas. Estos estudios demuestran la presencia de receptores aip-AR en la
vasculatura de ratas jovenes prehipertensas y el factor relacionado con la edad en la
aparicion de la respuesta de presion sanguinea mediada por estos receptores en
ratas adultas normotensas (Villalobos-Molina et a/, 1999). Se ha sugerido entonces
que el receptor oup-AR desempefia un papel fundamental en la elevacion de la
presion arterial producida por engrosamiento de la pared de los vasos sanguineos en
procesos de hipertension arterial y con desarrollo y mantenimiento de la misma. De
manera particular estos receptores podrian estar relacionados con la respuesta de
hiperreactividad vascular caracteristica en el proceso de hipertension arterial y con el

mantenimiento de la contraccion (Gisbert et al,, 2000; Gisbert et al., 2003).



Antecedentes
IV. Proteinas reguladoras de la funcién de receptores adrenérgicos.

La importancia funcional del receptor aip-AR asi como las diferencias
estructurales que presenta con respecto a los otros dos subtipos llevaron a la
realizacion de trabajos enfocados a buscar proteinas que al interaccionar con este
receptor, en alguno de sus dominios, pudieran entonces modular su funcién. Zhang et
al. en el 2004 utilizaron el sistema del doble hibrido en levadura para identificar
proteinas, codificadas a partir de una libreria de cDNAs de cerebro humano, que se
unieran a la region C-terminal de los receptores o;-ARS, se reportd la interacciéon de
la region C-ter del receptor a;a-AR con la proteina 1 morfogenética de hueso (BMP-
1), la proteina relacionada a Bcr activo (Abr) y con la filamina C, ademas se pudo

observar que esta Ultima interacciona con los tres a;-ARs (Zhang et al., 2004).

El grupo de Lefkowitz en el 2003 reportd la interaccion de una proteina
denominada GIPC, aislada a partir de una libreria de cDNAs de corazén, con la
region C-terminal del receptor B;-adrenérgico, esta interaccion regula la activacion de
ERK mediada por este receptor en respuesta a la unién con agonistas (Hu et al,
2003). Posteriormente se aisl6 de una libreria de cDNAs de cerebro humano a la
subunidad p, del complejo adaptador a clatrinas 2, dicha proteina fue aislada por su
interaccion con la region C-terminal del receptor ous-AR. La interaccion de esta
subunidad p, con el receptor se da a través de un motivo de poliargininas presente en
el receptor a;s-AR y esta interaccion desempefia un papel importante en la
internalizacion dependiente de agonista en este receptor adrenérgico (Diviani et al.,
2003).

Considerando la importancia funcional del receptor oup adrenérgico en la
regulacion del tono vascular, su participacion en procesos patologicos como la
hipertension arterial, asi como la actividad de receptores mutantes que sugieren una
posible interaccion con proteinas reguladoras, resulta importante indagar el

mecanismo molecular por medio del cual se regula el funcionamiento del receptor



adrenérgico ayp a través de sus dominios N y C-terminal, mediante las interacciones

gue pudieran establecer estos ultimos con diferentes proteinas.



Hipétesis:

Los dominios amino y carboxilo terminales del receptor alfa 1D adrenérgico
(oip-AR) determinan la distribucién de estos receptores en la superficie celular
regulando su funcion; estos antecedentes sugieren que proteinas con afinidad por
estas regiones pudieran tener un efecto directo en la localizacion celular vy la

sensibilidad de estos receptores para ser estimulados por su ligando.

Para realizar este trabajo y validar la hipétesis se disefio la siguiente estrategia:

e Identificar proteinas con afinidad por los dominios amino y carboxilo
terminales del a;p-AR, a partir de una libreria de cDNAs de corazon.

e Elegir las clonas cuyas secuencias de cDNA resulten de interés segun el
analisis en bases de datos.

e Analizar la funcibn y localizacion del o;p-AR al ser expresado

conjuntamente con las clonas de interés.



Objetivos:

e Objetivo general:
Identificar proteinas afines a las regiones amino y carboxilo terminal del receptor
OL1D-AR.

e Objetivos particulares:
a) Clonar el cDNA correspondiente a las regiones amino y carboxilo terminales del

receptor a;p adrenérgico humano.

b) Determinar la factibilidad de usar los dominios amino y carboxilo terminales del

a1pAR como carnadas en el sistema doble hibrido en levadura.

c) Aislar clonas de cDNA que codifiguen para proteinas con afinidad por los

dominios N y C-ter del receptor adrenérgico aip.

d) Evaluar el efecto de la interaccion del receptor con alguna de las proteinas

identificadas, en células de mamifero.



Material y métodos:
I. Clonacion de los dominios N y C-ter del a;p-AR.

Las secuencias de nucleotidos y aminoacidos del receptor adrenérgico a;p
fueron consultadas, para definir y analizar las regiones a estudiar, en la base de
datos de nucleotidos del sitio de internet de NCBI
(http://Iwww.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ query. fcgi), la busqueda se realiz6 por “alpha
1D adrenergic receptor”. Para todos los andlisis posteriores se utilizo la secuencia
del a;p-AR humano con nudmero de identificacion NM_000678. La informacion de
las secuencias aminoacidicas y de cDNAs consultadas fueron guardadas en el

programa BioEdit (Biological Sistem Alignment Editor).

El andlisis de secuencias de aminoacidos se realizO con el programa
SMART (Simple Modular Architecture Research Tool), disponible publicamente en
el sitio de internet http://smart.embl-heidelberg.de/. El programa permitié definir
mediante el analisis de la secuencia de aminoacidos del receptor ayp-adrenérgico,

los limites de los diferentes dominios presentes en el receptor.

Una vez definida la secuencia de cDNA correspondiente a los dominios N y
C-terminales del aup-AR, se determinaron las secuencias de los oligonucleotidos
5’y 3, cuyo disefio incluyo la incorporacion de los sitios de corte para enzimas de
restriccion Nhel y EcoRlI, que posteriormente permitieron la subclonacién de estos
fragmentos del receptor en diferentes vectores.

Los dominios amino y carboxilo terminales fueron amplificados por
separado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que se llevé a
cabo en un termociclador modelo Gene Amp PCR Sistem 9600 de la marca
Perkin Elmer. La reaccion se llevé a cabo por 30 ciclos: 1’a95°C,1'a60°C, 2’ a

72° C; con un ciclo inicial de 5’ a 95° C y un ciclo final de 7’ a 12° C.

Para la reaccion se utilizaron los pares de oligonucleétidos 5’ y 3’ (para el
extremo amino terminal  ATAGCTAGCATGACTTTCCGCGATCTCCTGAGCG Y
ATAGAATTCTCAGCCCACGCCCTGCGCGCTCACC, para el extremo carboxilo



termnal ATAGCTAGCAGCCGCGAGTTCAAGCGCGCC y
ATAGAATTCTTAAATATCGGTCTCCCGTAGGTTGC), el cDNA del a;p-AR como

templado (donado por el Dr. Jesus Adolfo Garcia Sainz del Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM), la reaccion se llevé a cabo siguiendo las especificaciones del kit

utilizado, segun se indica a continuacion.

Debido a la presencia, en la region 5’ correspondiente al dominio amino
terminal, de regiones ricas en GC (nucledtidos de guanina y citosina que forman
estructuras secundarias impidiendo la polimerizacién correcta del fragmento de
DNA), se utilizo el sistema Advantage 2 GC de CLONTECH para la amplificacion
de este fragmento de DNA. La region carboxilo terminal se amplificé utilizando el
sistema de ROCHE Ampli Tag Gold.

Posteriormente se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (agarosa
ultra pura de Gibco Brl) al 1.5% (solucion p/v, en Tris-acetate-EDTA 1X “TAE 1X”)
los fragmentos de DNA de la region N y C-terminales amplificados por PCR, para
confirmar por comparacion con el marcador de referencia de 1000 pb, el tamafio
definido en el analisis informético de la secuencia (dominio N-ter 294 pb y dominio
C-ter 503 pb), en cuyo caso los productos de PCR fueron purificados (empleando
el kit QIAquick PCR purification de QIAGEN) y digeridos con enzimas de
restriccion correspondientes a los sitios de corte Nhel y EcoRl (ROCHE),
previamente incluidos en los oligonucledtidos. La electroforesis se llevo a 70mA
por aproximadamente 25min, los geles fueron observados y fotografiados a 365
nm en un transiluminador modelo Bio Doc-It Imaging Sistem LM-20E de la marca
UVP.

El vector pGB3 (construido por el Dr. Vazquez sustituyendo el sitio de
multiclonacién del vector pGBKT7 de Clontech por el del vector pCEFL EGFP, del
laboratorio del Dr. Silvio Gutkind en el NIH, del sitio Nde | al Not I, Fig. 10),
previamente digerido con las enzimas de restriccion Nhel -EcoRl (ROCHE) y
purificado del gel de azarosa, se ligo con los fragmentos N o C-ter del receptor
oup-adrenérgico para obtener los plasmidos correspondientes, pGB3 N-ter ai;pAR

y pGB3 C-ter aup-AR. La reaccion de ligacion ocurrié en un termociclador a 16° C



toda la noche, siguiendo las especificaciones descritas para la enzima ligasa T4
de Roche. El andlisis electroforético en gel de agarosa se utilizé para verificar la
ligaciéon de los dominios de interés en el vector pGB3.
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Fig 10. Construccion del vector pGB3. A) Vector pGBKT?7 y su sitio de multiclonacién y B) Sitio de
multiclonacion del vector pGB3.

Una vez verificado el tamafio de los insertos, los plasmidos pGB3 N-ter
oupAR y pGB3 C-ter ayp-AR fueron usados para transformar bacterias £. colide la
cepa DH5a (competentes por el método de CaCl, descrito por Morton Mandel y
Akiko Higa en 1970, (Micklos, 2003)). Se usaron 100 ul de bacterias
competentes DH5a que fueron incubadas durante 30 minutos en hielo con los
10 ul de los pldsmidos obtenidos por ligacion. Inmediatamente después, los
tubos con la mezcla fueron incubados por 2min a 42° C e inmediatamente

vueltos a colocar en hielo por 10min adicionales. Las bacterias transformadas

fueron incubadas por 1hr a 37° C en agitacion constante (150rpm) posterior a la



adicion de 300 pl de medio LB liquido (medio Luria-Bertani: 10 g de triptona, 5
g de extracto de levadura, 10 g de NaCl en 1 Lt; para obtener medio solid6 se
adicionan 15 g de bactoagar. Ambos medios se ajustan a pH 7 con NaOH). Las
bacterias recuperadas se plaquearon en cajas de medio LB con 50 pug/ml de

kanamicina y se dejaron incubando de 14 a 16 hrs a 37° C.

Las bacterias transformadas y que potencialmente tienen los plasmidos
pGB3 N-ter aipAR y pGB3 C-ter a;pAR fueron procesadas, para recuperar los
plasmidos puros, por la técnica de miniprep de QIAGEN. La concentracion y
pureza de los plasmidos se determin6 utilizando un espectrofotometro
(Beckman modelo DU 650), las lecturas se realizaron a 260 nm y sélo se
utilizaron las muestras cuya pureza (indicada por el cociente Azgorso) S€
encontré entre 1.6-1.9 La eficiencia de la ligacibn se determind por una
digestién diagnostica con enzimas de restriccion BamHI (ROCHE) y EcoRI
(realizada bajo las condiciones previamente descritas), la digestiéon permitio
verificar la identidad de los plasmidos recombinantes, pGB3 N-ter a;pAR Yy

pGB3 C-ter a1pAR, mediante el andlisis de electroforesis en gel de agarosa.

Los plasmidos fueron secuenciados en el Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM (para corroborar, por alineamiento de la secuencia obtenida con la
secuencia ya conocida del a;p-AR, la correspondencia de las regiones de

interés del receptor).

Il. Pruebas preliminares de la técnica del doble hibrido.

El sistema de doble hibrido en levadura permite determinar interacciones
proteina-proteina; el método se basa en la reconstitucion del factor transcripcional
Gal-4 que favorece la expresion de genes reporteros que dan a la levadura la
capacidad de crecer en medios restrictivos carentes de Histidina (-H) y/o Adenina
(-A) asi como la sintesis de a-Galactosidasa que en presencia de Xo-Gal da lugar
a una coloracion azul (el sistema matchmaker 3 exhibe estas caracteristicas, las

cuales pueden variar al usar otros sistemas). En este sistema, el DNA



correspondiente a las regiones N o C-terminales del a;p-AR (usadas como
carnadas) esta fusionado al dominio de unién a DNA Gal-4 (DNA-BD), mientras
gue otro gen proveniente de una libreria de corazon (que codifica para proteinas;
entre las cuales se encuentran aquellas con posible afinidad por el oupAR,
proteinas cuyo cDNA se encuentra clonado en el sistema), esta fusionado al
dominio activador GAL-4 (AD). La interaccion entre la carnada y la presa dentro de
una levadura permiten la aproximacion de los dominios activador y de unién a
DNA causando la reconstitucion del factor transcripcional Gal-4 y la expresion de

genes reporteros (Fig. 11).
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Fig. 11. Representacion grafica del sistema del doble hibrido en levadura.

La interaccion entre 2 proteinas permite la reconstitucion del factor
transcripcional Gal-4 y el crecimiento de las levaduras en medios restrictivos.
Posteriormente la identidad de la proteina que mostré afinidad por aquella que se

usé como carnada, se determina por la secuenciacion del plasmido.

Se efectuaron pruebas preliminares para determinar la factibilidad de usar
los dominios N y C-ter del a;p-AR como carnadas en el sistema del doble hibrido
en levadura. Las pruebas consistieron en transformar el vector pGAD T7
(Clontech) en levaduras S. cerevisiae de la cepa AH109 que ya contienen la
carnada correspondiente, en esta situacion no se espera crecimiento en los
medios restrictivos -HLT o -AHLT. El crecimiento en medios restrictivos indicaria
que las carnadas pueden activar directamente el sistema al encender por si
mismas los genes reporteros, impidiendo que fuese factible usar dichas proteinas
como carnadas en el sistema del doble hibrido en levadura.



Inicialmente, para la transformacion de levaduras AH109 con los plasmidos
pGB3 N-ter a;pAR y pGB3 C-ter a;pAR (carnadas); una colonia de levaduras se
inocul6 en 5 ml de medio liquido DOB y se dejaron a 30° C en agitacion (150 rpm)
de un dia para otro, el cultivo se escal6 inoculando 1 ml en 50 ml de medio DOB.
Transcurridas aproximadamente 48 hrs, los frascos se centrifugaron a 2500 rpm
durante 5min y se desecho el sobrenadante, las levaduras se resuspendieron en
20 ml agua estéril y se volvieron a centrifugar para retirar el agua, la levaduras
empaquetadas se resuspendieron con 4 ml de agua estéril y se transfirieron 5 ml a
un tubo falcon nuevo, centrifugandolo nuevamente a 2500 rpm durante 5min para
retirar el agua. A la pastilla obtenida se agreg6 1ml de Acetato de Litio 100 mM, se
resuspendié gentilmente. Para cada reaccion se usaron 50 pl de levaduras, se
agregaron 240 ul de polietilenglicol (PEG) al 50%, 36ul de Acetato de Litio (1M),
50 ul de DNA de cadena simple (DNAss), 33 ul de agua estéril y 1 ul del plasmido
correspondiente a cada reaccion (pGB3 N-ter a;pAR 0 pGB3 C-ter a;pAR). LOS
tubos con las reacciones se dejan incubando, a 30° C por 30 min, invirtiendo los
tubos de 3-4 veces cada 10 min, posteriormente se colocaron a 42° C por 30 min
adicionales y a continuacion fueron centrifugados durante 30 seg a ho mas de
6000 rpm, se eliminé el sobrenadante y las levaduras se resuspendieron en 1ml
de agua estéril, de esta suspension se plaquearon 100 ul en medio DOBA sin
leucina (-L, restrictivo para levaduras que contengan el plasmido pGB3, es decir la
carnada). Posteriormente fueron transformadas con el vector pGAD T7 y se
plaquearon en medio DOBA sin leucina ni triptofano (-T, restringe el crecimiento a
levaduras que presentan el plasmido proveniente de la libreria). Una vez que las
colonias crecieron, se resuspendioé una de las colonias de los diferentes plasmidos
a probar en 1ml de agua estéril y se plaguearon aproximadamente 5 ul en cajas
con medio DOBA -HLT y -AHLT cubiertas con Xo-Gal. Las cajas se dejaron

incubando a 30° C por aproximadamente 48 hrs.

[ll. Identificacién de proteinas con afinidad por los dominios amino y carboxilo
del a;p AR mediante el tamizaje con una libreria de cDNAs de corazon.



Una vez que se comprobod la factibilidad de utilizar los dominios N y C-ter
del receptor como carnadas en el sistema del doble hibrido en levadura, se
procedié a realizar el tamizaje con la libreria de cDNAs de corazon.

Se crecieron levaduras S. cerevisiae de la cepa AH109, previamente
transformadas con las carnadas, en 5 ml de medio DOB -T por aproximadamente
48 hrs, se tomaron 1.5 ml del cultivo y se escald a un frasco con 50 ml de medio,
preparandose 3 frascos para cada carnada. Se centrifug6é el contenido de los

frascos y se juntd segun su contenido en un solo tubo.

Previamente al tamizaje, se titul6 la libreria de cDNAs de corazon
(MATCHMAKER system de CLONTECH) tomando 10 pul del vial y se diluyeron en
990 ul de agua estéril, de este tubo se tomaron 10 ul y se diluyeron nuevamente
en 990 ul, esta operacion se repitio hasta completar 5 diluciones, se tomaron 10 pl

de cada dilucion y se plaguearon en medio DOB -L.

Las levaduras transformadas con las carnadas fueron conjugadas
posteriormente con levaduras de una libreria de cDNAs de corazén (que
contienen potenciales cDNAs presas). Para la conjugacion se tomo la mitad del
vial (500 pl) de la libreria y se agregaron a cada uno de los tubos conteniendo
levaduras con las carnadas N o C-ter del aip-AR, el contenido de los tubos se
mezcld y se centrifugd a 2000 rpm por 10 min, los tubos se dejaron incubando
de 1-2hrs. Posteriormente el contenido de los tubos se vertié por separado en
cajas de 150 mm y se les adicioné medio YPD, hasta tener 50 ml totales. Las
cajas se dejaron incubando a 30° C de 20-24 hrs y a 38 rpm para permitir el

proceso de conjugacion.

Transcurrido el tiempo de la conjugacion, las levaduras se plaquearon
en cajas con medio DOBA -HLT y -AHLT, que permitio la seleccidén de colonias
de levaduras que potencialmente expresan proteinas con interaccién por los
dominios N o C-ter del a1p-AR. Después de 2 semanas, las colonias obtenidas
se seleccionaron por dilucién en medio restrictivo (en el cual fueron aisladas,

DOB -HLT o -AHLT), las clonas que mantuvieron su crecimiento durante tres



diluciones se gotearon en medio sélido -HLT y -AHLT con Xoa-Gal para
seleccionar las clonas por presencia de a-Galactosidasa, es decir por su

coloracion azul.

IV. Confirmacién de interacciones

Las colonias de levaduras que presentaron coloracion azul se crecieron en
5ml de medio DOB -HLT, en las condiciones mencionadas, por aproximadamente
48 hrs. Se purificaron de las levaduras (Vazquez-Prado, 2004 #171) (Vazquez-
Prado et al, 2004) los plasmidos con los cDNAs presas de las clonas
seleccionadas utilizando el kit zymoprep de Zymo Research. Posteriormente se
utilizé el plasmido obtenido de levaduras para transformar bacterias £. coli de la
cepa DH5a con el protocolo descrito y se plaquearon en cajas con medio LB con

ampicilina 100 ug/ml.

Los plasmidos se purificaron de las bacterias (por lisis alcalina con NaOH y
fueron separados de lipidos y proteinas al adicionar acido acético; (Micklos, 2003))
de usando el kit para minipreps de QIAGEN, se transformaron en paralelo
levaduras AH109 que expresaban los plasmidos pGB3 N-ter a;pAR y pGB3 C-
ter aup-AR asi como levaduras con el vector pGB3 vacio (como control negativo),
para verificar que la activacion de genes reporteros no esta dada por la presencia
del cDNA proveniente de la libreria, sino por la interaccion especifica con la
proteina de interés. Las levaduras transformadas se gotearon por pares en cajas

con medio DOBA -LT, -HLT y -AHLT con Xa-Gal en los dos ultimos casos.

Se escogieron los cDNAs de levaduras que presentaban crecimiento y
coloracion azul soélo al ser transformados en levaduras con las carnadas y que
ademas no crecian al ser transformadas en levaduras conteniendo el vector vacio
pGB3. Estos cDNAs presas de las clonas con interaccion especifica por los
dominios de interés del aup-AR fueron mandados a secuenciar y las secuencias
fueron sometidas a andlisis informético de alineacion de secuencias contra una

base de datos utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,



disponible publicamente en el sitio de internet
www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/MmBIlast.html) para definir su identidad; se
seleccionaron las clonas que por su identidad resultaron interesantes o que no

habia motivos para descartar.

V. Subclonacion de los cDNAs aislados en vectores de expresién para células de
mamifero.

Los cDNAs seleccionados del analisis informatico fueron cortados con
enzimas de restriccion Eco RI - Xho | (ROCHE) y subclonados por ligacion en el
vector pPCMV Myc (CLONTECH) para su posterior estudio en celulas HEK 293-T.

VI. Pruebas para determinar la expresion de las clonas en células HEK 293-T.

Las células HEK 293-T (células de riidbn de embrion humano) fueron
transfectadas con liposomas catiénicos (Felgner et al, 1987) utilizando reactivo
para transfeccion polyfect de QIAGEN. Se utilizaron cajas subconfluentes de 100
mm (una caja por cada cDNA a transfectar), divididas un dia antes de la
transfeccion con 1 ml de tripsina- EDTA 1x (Sigma-Aldrich) y neutralizando con 4
ml de medio DMEM (Dulbelco’s Modified Eagle Medium de Sigma-Aldrich) con
suero fetal bovino al 10%, de esta suspension se tom6é 1 ml y se resembro en
cajas de 100mm pretratadas con 2ml de poli-D-Lisina (Sigma-Aldrich) y lavadas
con PBS 1X (buffer salino de fosfatos, de Sigma-Aldrich). Las células se dejaron
en incubacion a 37° C y 5% de CO..

Las reacciones para la transfeccion se realizaron en tubos de polipropileno
de 5 ml, por cada cDNA a transfectar se utilizaron 300 ul de DMEM sin suero para
diluir 25 ul de polyfect, se agregaron 4 ug de cDNA correspondiente a cada una de

las clonas en los diferentes tubos, agitando y dejando incubar por 10min.

Durante el periodo de incubacion se lavaron con PBS 1X (2 ml) las cajas
con células HEK 293-T previamente divididas y se agregd 7 ml de DMEM con

suero al 10% a cada caja. Transcurrido el tiempo de incubacion de las reacciones



de transfeccién, se agregé 1 ml de DMEM con suero al 10% a cada tubo, se
mezclé el contenido y se decantd por separado en cada caja y se dejaron en
incubacidn, las cajas fueron procesadas 48 hrs después de la transfeccion.

Las células fueron lisadas con buffer de muestra 1X (4 ml de SDS al 10%, 2
ml de glicerol, 1.2 ml de Tris 1M a pH 6.8, 2.8 ml de agua destilada, agregar azul
de bromofenol a una concentracion final de 0.01% y 2 ml de B-mercaptoetanol,
diluir 4 veces en agua destilada) calentado a bafio Maria hirviendo por 5min, los
lisados celulares fueron almacenados a -20° C hasta su utilizacion. Se preparé un
gel SDS-PAGE al 15% en casets para mini geles (Amersham Biosciences) y
después de hervir por 5 min a bafio maria los lisados celulares, se cargaron 30 pl
de cada una de estas muestras en los diferentes carriles dejando un carril del gel
para colocar 10 ul del marcador de referencia See Blue Plus 2 (Invitogen). El gel
se corrio a 35 mA por aproximadamente 90min en camaras de electroforesis para
minigeles verticales (modelo Hoefer Dual Cell Caster de Amersham bioscience)
con buffer de corrida SDS-PAGE 1X (25 mM de Trisma base, 192 mM de glicina,
0.1% de SDS y se ajusta el pH a 8.3).

Las proteinas del gel se transfirieron mediante la técnica de Western blot a
una membrana de inmobilon-P (Millipore) previamente hidratada en metanol al
100%, el blot se realizé en una camara de transferencia (modelo Trans-Blott Cell
de Bio-Rad) conteniendo buffer de transferencia 1X (Trizma base 25 mM, 192 mM
de glicina y 20% de metanol) a 320 mA por 150 min, después de la transferencia
las membranas fueron blogueadas con leche Svelty al 5% en TBS Tween 0.05%
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 1 M, se ajusta a pH 7.4 con HCI, se toman 200 ml esta
solucion, aforando posteriormente a 2 It finalmente se agrega 1 ml de Tween)
durante 1 hr en agitacion constante (aproximadamente 30 rpm), transcurrido el
tiempo se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS Tween 0.05% en agitacion (150
rpm). Inmediatamente después las membranas fueron incubadas por 2 hrs con el
primer anticuerpo, en este caso anti Myc (dirigido contra ese epitope fusionado a
cada una de las clonas aisladas en el tamizaje) a una dilucion 1:3,000 en TBS
Tween 0.05% con BSA 0.5% (albumina de suero bovino), se realizaron 4 lavados

de 5min con TBS Tween al 0.05% en agitacion constante para continuar la



incubacion de la membrana con el anticuerpo secundario (Goat anti mouse) a una
dilucién 1:10,000 en TBS Tween al 0.05% por lhr, se realizaron otros 4 lavados
de 5 min con TBS Tween al 0.05% y finalmente uno con TBS Tween al 1%.

El revelado del Western blot se hizé con un reactivo quimioluminiscente en
presencia de peroxidasa del kit SuperSignal West Pico (Pierce), lo cual nos
permitié ver por quimioluminiscencia la presencia de las proteinas contra las que
fue dirigido el anticuerpo (anti-Myc) y calcular su peso aproximado por
comparacion con el marcador de referencia. Se confirmd la expresion y peso
(calculado por andlisis informatico) de cada una de las clonas en células HEK 293-
T. El revelado se hizd exponiendo placas Kodak (Medical X-Ray General Purpose
Blue) por diferentes lapsos de tiempo (10 seg, 30 seg y 1 min) y en oscuridad al
contacto directo con la membrana de inmobilon-P, previamente incubada con los
reactivos del kit y envuelta en kleen pak, utilizando un casete para autoradiografia.
Las placas fueron fijadas (GBX fixer and replenisher de Kodak) por
aproximadamente 1 min, lavadas con agua corriente y reveladas (GBX developer

and replenisher de Kodak) en la oscuridad.

VII. Clonacién del cDNA del receptor a;p-AR completo.

Para la elaboracion de experimentos posteriores evaluando los efectos de
algunas clonas aisladas en el tamizaje, el aip-AR fue clonado a vectores de
expresion en células de mamifero pCEFL HA y pCEFL 3XFLAG (construido por el
Dr. Vazquez, sustituyendo el sitio de multiclonacion del vector p3XFLAG-Myc-
CMV de Sigma por el del vector pCEFL EGFP, del laboratorio del Dr. Silvio
Gutkind en el NIH, desde el sitio Hind 1ll al Xba | que incluye la EGFP vy
posteriormente se amplificd por PCR desde el sitio 3XFLAG al Xbal insertando un

sitio PAK antes del 3XFLAG, Fig. 12).
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Fig 12. Construccién del vector pCEFL 3XFLAG-Myc-CMV. A) Vector p3XFLAG-Myc-CMV y su sitio
de multiclonacion y B) Sitio de multiclonacion del vector pCEFL-P-3XFLAG.

VIII. Efecto de las clonas aisladas sobre la distribucion celular del a1p-AR.

Inicialmente se sembraron células HEK 293-T (20 nl, partiendo de una caja
de 100 mm dividida con 1 ml de tripsina EDTA 1X y neutralizada con 9 ml de
DMEM con suero) en camaras de inmunofluorescencia pretratadas con
fibronectina a una concentracion del0 pg/ml (preparada en PBS 1X). Al dia
siguiente las células fueron cotransfectadas (segun el protocolo previamente
descrito, ajustando el volumen de los reactivos al area de las camaras) con el

DNA del receptor aup-AR y el de alguna clona (1DNi-25 y 1DNi-15). Paralelamente



se transfectaron celulas HEK 293-T para analizar la distribucion del receptor y

usarlo como control.

Después de transcurridas 48 hrs a partir de la transfeccion, las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS 1X durante 20 min,
posteriormente las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X durante 5 min. Las
células fueron permeabilizadas con metanol al 100% frio durante 6 min a -20° C,
inmediatamente se efectuaron 5 lavados (de 5 min cada uno) con PBS 1X. Se
realizo el blogueo, para disminuir el pegado inespecifico de los anticuerpos, con
BSA al 1% en PBS 1X durante 30 min a 37° C, a continuacion las células fueron
incubadas con el anticuerpo primario (anti HA de Covance, dirigido contra el
epitope HA fusionado al aip-AR), a una diluciéon 1:300 en PBS 1X con BSA al
0.5%, por 1 hr a 37° C. Posteriormente las células fueron lavadas 5 min en las
condiciones descritas, la células se incubaron en la oscuridad (de aqui en adelante
las células se mantuvieron lejos de la luz directa) a temperatura ambiente durante
40min con el anticuerpo secundario (FITC) en BSA a una dilucién 1:500.
Nuevamente se realizaron 5 lavados con PBS 1X de 5 min cada uno y tres
lavados instantdneos con agua ultrapura, inmediatamente las células fueron
montadas con Vecta-Shield (Burlingame laboratories). Al dia siguiente las
preparaciones fueron selladas con barniz transparente, cubiertas de la luz y
guardadas a 4° C hasta ser observadas en el microscopio confocal, las imagenes

se analizaron usando el programa Leica confocal software.

IX. Evaluacién del efecto de las proteinas aisladas, por el sistema del doble

hibrido, sobre la funcién del a;p-AR por la técnica de fosfatos de inositol.

De manera inicial se hiz6 un curso temporal y se evalud la cantidad de DNA
del receptor minima a utilizar para observar un efecto claro al estimular con L-(-)-

Norepinefrina monohidratada en sal (Sigma-Aldrich).

La técnica de medicion de fosfatos de inositol nos permitié evaluar de

manera cuantitativa, al estimular con el agonista norepinefrina, la actividad del oup-



AR al ser cotransfectado con los diferentes cDNAs de las clonas aisladas por el

sistema del doble hibrido.

El primer dia se sembraron cajas de 100 mm con 3 ml de células HEK 293-
T (divididas con 1 ml de tripsina y 9 ml de DMEM con suero) y se dejaron
incubando a 37° C y 5% de CO, El segundo dia las células fueron
cotransfectadas con el DNA del receptor aip Yy el de alguna de las clonas (1DNi-15
0 1DNi-25), para cada transfeccion se usaron 4 ug del DNA de la clona mas 1 ug
de DNA del receptor, completando con vector vacio (pCEFL) a 8ug de DNA
totales. Paralelamente se transfectaron células con 1 ug de plasmido conteniendo
el cDNAdel receptor y completando con vector vacio a 8 ug de DNA total, para ser

usadas como control.

El tercer dia las células HEK 293-T ya transfectadas con los diferentes
cDNAs se dividieron con 1 ml de tripsina EDTA 1X usando 2 ml de DMEM con
suero al 10% para neutralizar la reaccion, las células fueron resuspendidas muy
bien para evitar aglomerados. Se incubaron en cajas de cultivo de 12 pozos con
poli-D-lisina, se lavaron con PBS 1X y posteriormente a cada pozo se agregd 1 ml
de la suspension, las cajas se incubaron a 37° C y 5% de CO, durante 6 0 7 hrs.

A partir de este punto todas las cajas y el material usados se manejaron
con las precauciones necesarias para el trabajo con radioactividad. Transcurrido el
tiempo y una vez que las células se adhirieron a las cajas, se retird el medio y se
agrego 1ml de DMEM con myo-inositol tritiado (3 uC#ml) a cada pozo, las cajas se
dejaron incubando a 37° C con 5% de CO,. Para cada clona se sembraron 6

pozos, donde 3 sirvieron de control (sin estimular).

El cuarto dia se retird el medio con el myo-inositol y las células se dejaron
incubando por 40 min a 37° Cy 5% de CO, en PI 1X (PI 2X; 119 mM de NacCl, 5
mM de KCI, 20 mM de LIiCl, 5.6 mM de glucosa, 0.4 mM de MgCl,, 25 mM de
PIPES y 40 mM de NaOH, se ajusta el pH a 7.2) 1 ml por pozo, posteriormente se

estimularon las células correspondientes con 10 uM de NE (concentracion final) en



Pl 1X (2 ml por pozo) por 30 min, las células se incubaron en las condiciones

mencionadas.

Una vez transcurrido el tiempo, se retird la solucion de estimulo y las placas
fueron colocadas en una cama de hielo donde se agreg6 a cada pozo 1 ml de una
solucién conteniendo cloroformo-metanol (2:1) fria, las cajas permanecieron en

estas condiciones por 20min mas, para permitir la fijacion y lisis de las células.

El contenido de cada pozo se transfirid a tubos de polipropileno de 5 mi
(previamente etiquetados), una vez hecho esto se afadieron 700 ul de agua y 700
ul de cloroformo a cada tubo, posteriormente se mezclaron en vortex por
aproximadamente 30 seg. Los tubos se centrifugaron a 2500 rpm durante 10min,

para permitir la separacion de las fases acuosa y lipidica.

Para la purificacion de fosfatos de inositol, se usaron columnas (Bio-Rad)
segun el numero de muestras a procesar. A las columnas se agreg6é 1ml de resina
diluida en agua (21 g de resina en 100 ml de agua mQ), posteriormente se lavo
cada columna dos veces, con 5 ml de agua milliQ. Se agreg6 la fase acuosa (en la
parte superior) de cada uno de los tubos a las columnas correspondientes y se
hiz6 nuevamente un lavado con 5 ml de agua milliQ. Las columnas se colocaron
sobre viales limpios para la recoleccion de las muestras, a las columnas se
agregaron 2 ml de PI2 (1 M de formato de amonio y 100 mM de acido formico)
para eluir los fosfatos de inositol, las columnas fueron retiradas y se agregaron 10
ml de liquido de centelleo a cada vial. Los viales se llevaron al contador de

centelleo.

Una vez que se obtienen las cuentas por minuto en cada vial, los
resultados fueron procesados usando el sofware GraphPad Prism version 4.03.

Los resultados fueron normalizados al por ciento del basal.



Resultados:

I. Clonacion de los dominios N y C-ter del a;p-AR.

En la base de datos de NCBI se encuentra disponible la secuencia del
cDNA que codifica para el receptor adrenérgico aip, con el numero de
identificacion NM_000678, la secuencia de este receptor es de 1719pb, donde la
region que codifica para el dominio amino terminal tiene una longitud de 294pb y la
region que codifica para el carboxilo terminal de 504pb. En la imagen se muestran
en color gris la region N-ter y en negro la correspondiente al C-ter amplificadas por
PCR.

10 20 30 40 50 60

S PP P T P P T P PR U e s
1 atgactttccgcgatctcctgagcgtcagtttcgagggaccccgecccggacagcagcgcea
70 80 20 100 110 120

T PP FUT FTTT PR FrT T P Frve P P e
61 gggggctccagcgcgggcggcggcgggggcagcgecgggcggegcggecccctcggagggc
130 140 150 160 170 180

R e I I I e S s oy s P PP |
XECcggcggtgggcggcgtgccggggggcgegggcggcggeggcggegtggtgggegcaggce
190 200 210 220 230 240

R e I e O I S s vy s P PP |
Ik:X A gcggcgaggacaaccggagetcecgegggggagccggggagcgegggegegggeggegac
250 260 270 280 290 300

P P v FrTe PSS PSS FETS FUTTS P T PR e

r2 YN0 tgaatggcacggcggecgtegggggactggtggtgagcgcgcagggegtgggciepueisfsle
310 320 330 340 350 360

ST P A T ey e S P R T P e |
301 gtcttcctggcagcecttcatccttatggccgtggcaggtaacctgettgtcatectctcea

370 380 390 400 410 420

SRR PR A T ey e R PR R T P e |
361 gtggcctgcaaccgccacctgcagaccgtcaccaactatttcatcgtgaacctggecgtg

430 440 450 460 470 480
S R P P R FET P R e e e e

421 gccgacctgcetgctgagcgecaccgtactgeccttctecggecaccatggaggttectggge
490 500 510 520 530 540

SRR PEEE PR EEREY EEETY FEREY EEETY PR PEEEY FEPE EEEEY B |
481 ttctgggcctttggcecgegecttetgecgacgtatgggecgecgtggacgtgetgtgetge

550 560 570 580 590 600

SR U [ [ R [ Y I [ e e .
541 acggcctccatcctcagectctgcaccatctccgtggaccggtacgtgggegtgegecac

610 620 630 640 650 660

601 tcactcaagtacccagccatcatgaccgagcgcaaggcggccgecatcctggecctgete

670 680 690 700 710 720

SRR [P Y e ey e R Y ey PR A e
661 tgggtcgtagccctggtggtgtccgtagggececctgectgggectggaaggageccgtgece



721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

730 740 750 760 770 780

SEEE] EEEEY PR PP PR EEEE PR EEE EEE PR PR R
cctgacgagcgcttctgcggtatcaccgaggaggcgggctacgetgtcttctectecgtg

790 800 810 820 830 840

CrT) FEERE FEPE FEP BEE PEEES EEEE FERES EETEY PP PRSP R |
tgctccttctacctgcccatggecggtcatcgtggtcatgtactgeccgegtgtacgtggtce

850 860 870 880 890 900

gcgcgcagcaccacgcgcagcctcgaggcaggcgtcaagcgcgagcgaggcaaggcctcce
910 920 930 940 950 960

SR PP N e ey e R R e P e e
gaggtggtgctgcgcatccactgtcgecggcgecggeccacgggcgecgacggggcgcacggce

970 980 990 1000 1010 1020

atgcgcagcgccaagggccacaccttccgecagctegetctcecgtgegectgctcaagttce

1030 1040 1050 1060 1070 1080

RN PR PR EERE) FRPEY FEERY PSS PR PEEEY FEP PEEEY PR |
tcccgtgagaagaaagcggccaagactcetggecatcgtegtgggtgtettegtgetetge

1090 1100 1110 1120 1130 1140

NPT [P Y T e R T e R U I PR |
tggttccctttcttctttgtectgecgeteggetecttgttcccgecagectgaagecateg

1150 1160 1170 1180 1190 1200

SR P T e e P R R e PR T e
gagggcgtcttcaaggtcatcttctggctcggctacttcaacagctgcgtgaacccgetce

1210 1220 1230 1240 1250 1260
ST PR Pre P PR T PO P e P e e |
Y ey e:lefelele de) mielea g CCgcgagttcaagcgcgecttectecgtetectgegetgecag
1270 1280 1290 1300 1310 1320
S PR P T P T T P T T e
tgccgtcgtcgecggegecgecgecctetetggegtgtetacggeccaccactggecgggcc

1330 1340 1350 1360 1370 1380

TP FETY Free FRTE FREPE PP PP FEET PR PR Fr Ee |
tccaccagcggcctgcgccaggactgcgecccgagttcgggcgacgcgecccccggagceg

1390 1400 1410 1420 1430 14
T Frvey PV PR Free FYTT PR Free YT PR Fre
ccgctggccctcaccgcgectccccgaccccgaccccgaacccccaggcacgeccgagatg

1450 1460 1470 1480 1490 1500
S FrTey P P PR FUTT P Free e FUT Free e
caggctccggtcgccagcecgtcgaaagccacccagcgecttccgecgagtggaggetgetg
1510 1520 1530 1540 1550 1560
TS FrTey P P PR FUTT P Free T FUE Free e
gggccgttccggagacccacgacccagctgcgcgccaaagtctecagectgtegcacaag

1570 1580 1590 1600 1610 1620

ST PR P T P T T P T T e
atccgcgccgggggcegcgcagcgcgcagaggcagegtgegeccagcegctcagaggtggag

1630 1640 1650 1660 1670 1680

0

— O) -— O —

— N\

gctgtgtccctaggegtcccacacgaggtggccgagggcgcecacctgeccaggectacgaa

1690 1700 1710
TP PETY Prees FRPP PP PR FEEE Fre
ttggccgactacagcaacctacgggagaccgatatttaa



El programa SMART permiti6 analizar la secuencia de aminoacidos del
receptor, pudiendo de esta manera definir los dominios de interés, donde la regién
amino terminal esta constituida por los primeros 98 aminoacidos y la region
carboxilo terminal esta representada por los ultimos 168 aminoacidos, con pesos

moleculares de 8.37kDa y 18.63kDa respectivamente.
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Fig. 13. Representacion bidimensional de la estructura por dominios del receptor o;p-AR, imagen

obtenida del analisis de la secuencia con el programa SMART.

El andlisis de la secuencia de cDNA que codifica para el receptor usando el
programa Bio Edit permitié determinar la composicion de nucleétidos de los
dominios de interés (Fig. 14) y el establecimiento de las condiciones necesarias
para la amplificacion de los fragmentos por PCR. La composicion de nucledtidos
guanina-citosina de la region que codifica para el dominio N-ter constituye el 81%

del total, mientras la adenina y timina solo representan el 18.71%.
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Fig. 14. Composicion de nucleétidos de la regién amino terminal.
Los oligonucléotidos se disefiaron con el programa Bio Edit, para la region

que codifica para el N-ter se usaron los siguientes oligonucleétidos para la
amplificacion por PCR, en el lado 5
ATAGCTAGCATGACTTTCCGCGATCTCCTGAGCG y 3
ATAGAATTCTCAGCCCACGCCCTGCGCGCTCACC y para la region que codifica
para el C-ter ATAGCTAGCAGCCGCGAGTTCAAGCGCGCC y



ATAGAATTCTTAAATATCGGTCTCCCGTAGGTTGC para las regiones 5 y 3

respectivamente.

El andlisis electroforético permiti6 determinar que los productos de PCR
corresponden en tamafio al cDNA de las regiones N-ter y C-ter del aupAR. De
acuerdo al analisis /n sifico, el cDNA de la regién amino terminal del a;pAR tiene
un tamafio de 294 pb y el de la region carboxilo terminal de 503 pb (Fig. 15A).
Estos fragmentos fueron clonados en el vector pGB3 y por analisis electroforético
se verifico el tamafio tanto del vector como de las regiones N y C-ter del receptor
(Fig. 15B)
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Fig. 15. Analisis electroforético del cDNA correspondiente a los fragmentos carboxilo y amino
terminal del a;p AR amplificados por PCR (A). En B se observa la clonacion de los cDNAs,
mostrados en A, en el vector pGB3.

Il. Pruebas preliminares de la técnica del doble hibrido

De manera inicial, y para proceder al tamizaje entre las levaduras de la

libreria con levaduras que expresan los dominios N o C-terminales, se comprob6



la factibilidad para emplear estos dominios del receptor como carnadas en el
sistema del doble hibrido en levadura (Fig. 16). Estos no promovieron por si
mismos la activaciébn de los genes reporteros usados en la deteccion de
interacciones especificas. En la imagen se observa que no hubo activacion
inespecifica del sistema debido a la presencia de las carnadas.

-LT -AHLT

Fig. 16. Determinacion de la factibilidad de usar las regiones amino y carboxilo terminal del o;p AR
en el sistema de doble hibrido en levaduras. Se observa el crecimiento de levaduras transformadas
con 2 plasmidos, que permiten crecimiento en medio —LT, la imagen muestra que la transformacion
tuvo éxito pues las levaduras crecieron en —LT (panel izquierdo), solo las muestra en donde se
reconstituye el factor Gal 4 crecen en medio restrictivo —AHLT (panel derecho). Las muestras
indicadas con numeros corresponden a 1 pGB3-pGADT7 (control negativo), 2 y 3 pGB3 Nter
opAR- pGADT7, 4 pGB3 Cter a3p-AR- pGADT7 y 5, p53-pTD1 (control positivo).

[ll. Tamizaje entre los dominios N y C-ter del aip AR con una libreria de cDNAs
de corazén.

Antes de realizar el tamizaje se titulo la libreria de cDNAs de corazon, para
verificar la viabilidad de la misma, en este caso se observo crecimiento en las dos
primeras diluciones. En la segunda dilucion se contaron 77 colonias de levaduras,
lo que permitié calcular que el nUmero de levaduras viables presentes en la libreria
era de 7.7 x 10° (Fig. 17).

Fig. 17. Titulacion de levaduras provenientes de la libreria de corazén. Se observan las levaduras
de las diluciones 1 (Izquierda) y 2 (derecha) plaqueadas en cajas con medio DOBA -L.



En el caso de la titulacion de levaduras transformadas con las carnadas se
observo que estas presentan crecimiento en las primeras tres diluciones (Fig. 18).
Se calcul6 que las levaduras transformadas para expresar el dominio N-terminal
eran alrededor de 7 x 10 al realizar el tamizaje, mientras que las levaduras que
expresaban el dominio C-ter eran aproximadamente 1.1 x 10'. Los datos
anteriores nos permitieron calcular que por cada levadura proveniente de la
libreria habia alrededor de 18.18 levaduras que expresaban el dominio N-terminal

como carnada o aproximadamente 28.57 levaduras con la region C-terminal.

N-TER C-TER

Fig. 18. Titulacién de levaduras transformadas con las carnadas. En la parte superior se observan
levaduras correspondientes a las diluciones 1y 2, en la parte inferior levaduras de la tercera dilucién
plaqueadas en medio DOBA -T.

En cuanto al nimero de levaduras con el dominio N-terminal que se
conjugaron, este llegé a 1.1 x 10’ y en el caso de las levaduras con el dominio C-
terminal, fue de 2.2 x 10’, de las 3.85 x 10° levaduras disponibles para conjugarse
con levaduras que expresaban las carnadas. La eficiencia de conjugacion entre
levaduras provenientes de la libreria de corazon con las levaduras que expresan
el dominio C-terminal como carnada, fue del doble con respecto a la eficiencia de

conjugacion con las levaduras que expresan el dominio C-terminal.

Inicialmente crecieron 40 colonias independientes a partir del tamizaje de la
libreria con levaduras que expresaban la region N-ter, estas colonias fueron
aisladas a partir de cajas con medio DOBA —HLT. Del tamizaje con la region C-ter
se aislaron 10 colonias independientes a partir de cajas con medio -HLT; para este

dominio ademas de las clonas aisladas, para la prueba de confirmacién de la



interaccion especifica se usaron otras proteinas aisladas en el laboratorio a partir

de un tamizaje previo en el que se uso el C-terminal del receptor sensor de calcio.

IV. Confirmacién de la especificidad de las interacciones “carnada-presa”.

Para la region N-terminal se confirmaron como positivas 24 interacciones
entre la carnada y la presa, mientras que para el dominio C-terminal solo se
obtuvieron 2 clonas que mostraron interacciones especificas, siendo estas con
algunas de las proteinas definidas durante el tamizaje con el receptor sensor de
calcio (Fig. 19). Esta prueba nos permitié descartar falsos positivos y seleccionar

las clonas a secuenciar.

A)

C-TER

B)

Fig. 19. Confirmacion de la especificidad de las interacciones entre los dominios N o C-terminal del
a1p-AR vy las clonas aisladas de una libreria de corazdén por el sistema de doble hibrido. A)

Confirmacién de interacciones con clonas aisladas con la regién C-Ter- B) Confirmacion de
interacciones con clonas aisladas con la regibn N-Ter. Los paneles de la izquierda
corresponden a condiciones en que el crecimiento de las levaduras ocurre por la simple
presencia de los plasmidos del sistema de doble hibrido, mientras en los paneles de la derecha
el crecimiento ocurre solo si las proteinas codificadas en los plasmidos del sistema,
interaccionan entre si y reconstituyen el factor Gal 4.



El andlisis informatico de las clonas secuenciadas permiti6 que se
seleccionaran 7 clonas aisladas con la region amino terminal y 2 con la region

carboxilo terminal del ap-AR.

e Clonas aisladas con el dominio N-Ter

NO. DE CLONA [NOMBRE

1DNi-01 Proteina asociada a Adenilato ciclasa.

1DNi-04 Nebulette, variante 1
1DNi-09 Selenoproteina W
1DNi-15 Proteina F-box 7
1DNi-16 Filamina C

1DNi-23 KIAA0934

1DNi-25 Proteina F-box 22

e Clonas aisladas con el dominio C-Ter

NO. DE CLONA [NOMBRE

C.71 Prosaposina

C.96 AMSH




V. Subclonacion de los cDNAs correspondientes a las presas y el receptor aip-AR
en vectores de expresion para células de mamifero

Los cDNAs seleccionados del andlisis informatico fueron subclonados en el
vector pPCMV Myc y su expresion se comprobé en células HEK 293-T mediante un
inmunoblot contra el epitope Myc (Fig. 20).
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Fig. 20. Subclonacion y expresion de las diferentes clonas. A la izquierda subclonacién de los
cDNAs correspondientes a las presas en el vector pPCMV Myc, derecha se observa la expresion de
algunas de las clonas en células HEK 293-T.

El a1p-AR fue clonado en el vector pCEFL con los diferentes epitopes HA o
3XFLAG y se observd su expresion en células HEK 293-T por técnicas de
inmunofluorescencia. Se pudo comprobar la localizacién en su mayor parte a nivel

intracelular, aunque también se expresé ligeramente en membrana (Fig. 21).



Fig. 21. Subclonacion y expresion del receptor a,p adrenérgico. Izg., clonacion del receptor en los
vectores pCEFL HA y pCEFL 3xFLAG y der., localizacion intracelular del a;p-AR en celulas HEK
293-T.

Para evaluar el efecto de las diferentes clonas en la localizacion celular del
receptor, se realizaron algunos experimentos de inmunofluorescencia
cotransfectando los cDNAs del receptor y de algunas de las clonas aisladas. Se
observé que una de las clonas modifica la localizacion de este receptor en células
HEK 293-T (Fig. 22).

RECEPTOR oa4p-AR RECEPTOR a;0-AR + 1DNi-16

Fig. 22. Localizacion del receptor a;p-AR al ser transfectado con la clona 1DNi-16. Izquierda, células
HEK 293-T transfectadas solo con el receptor (control), izquierda células cotransfectadas con el
receptor y la clona 1DNi-16.



VI. Utilizacién de la técnica de fosfatos de inositol para evaluar el efecto de las
clonas sobre la funcién del receptor.

Inicialmente se evalué el efecto de NE sobre los receptores aip-AR a
diferentes tiempos de exposicion al agonista, en este experimento se pudo
determinar que el efecto maximo del agonista sobre la formacion de fosfatos de

inositol ocurre a partir de una incubacion de 30 min utilizando 10 uM de NE (Fig.
23).
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Fig. 23. Curso temporal de la activacion del receptor a,p-AR. Formacion de fosfatos de inositol (en

células HEK 293-T transfectadas con 4ug del receptor) a diferentes tiempos de la activacion del
receptor.

Los experimentos realizados para determinar la concentracion minima de
receptor transfectado que permitiera observar un efecto claro sobre la formacion
de fosfatos de inositol, nos permitid determinar la concentracion de 1 ug de DNA

del receptor oup-AR para los siguientes experimentos en células HEK 293-T (Fig.
24).
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Fig. 24. Determinacion de la concentracién minima de receptor en el efecto evocado por 10uM de
NE en células HEK 293-T.



En los experimentos de cotransfeccion en células HEK 293-T con el
receptor adrenérgico aip y algunas de las clonas aisladas del tamizaje con la
libreria de cDNAs de corazoén, se pudo observar que la clona 1DNi-15 (proteina F-
box 7) presenta un efecto claro al prevenir la activacion del receptor y la clona
1DNi-25 (F-box 22) incluso disminuye la actividad del receptor por debajo de su
nivel basal. Otras clonas como la 1DNi-9 no mostraron efecto sobre la formacion

de fosfatos de inositol al ser cotransfectadas con el receptor (Fig. 25).
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Fig. 25. Efecto de las clonas 1DNi-15 y 25 sobre la funcién del receptor o;p adrenérgico. Datos
obtenidos de 3 experimentos independientes estimulando con 10 uM de NE por 30min.



Andlisis de resultados:

La hipertension se caracteriza por un incremento en la resistencia vascular
periférica y la hiperreactividad de los vasos sanguineos a estimulos
vasoconstrictores, los receptores oyp adrenérgicos desempefian un papel
importante en el desarrollo y mantenimiento de la hipertensién (Villalobos-Molina
et al, 1999; Tanoue et al,, 2002a), y se ha sugerido que estos receptores tienen
una actividad constitutiva que podria estar participando en este proceso patologico
(Gisbert et al, 2000; Ziani et al, 2002; Gisbert et al, 2003; Garcia-Sainz y
Villalobos-Molina, 2004).

Algunos estudios previos con otros receptores han demostrado que el
dominio carboxilo terminal desempefia un papel importante en la regulacion de su
funcién al favorecer la internalizacién de estos receptores (Lattion et al, 1994,
Garcia-Sainz et al, 1999) y por otro lado el dominio amino terminal regula la
localizacion del receptor aip-AR (Hague et al, 2004a). Sin embargo no se han
reportado proteinas que al interaccionar con el receptor aip-adrenérgico regulen
su funcion y/o modifiqguen su localizacion, por lo tanto, en este estudio usando el
sistema del doble hibrido en levadura, se aislaron proteinas provenientes de una
libreria de cDNAs de corazén humano que interaccionan con los dominios N o C-
ter del oup-AR y se determiné que algunas de estas proteinas modulan la

localizacion y/o funcion del aup-AR en células HEK 293-T.

El sistema del doble hibrido en levadura también permiti6 determinar la
interaccion especifica de dos proteinas (prosaposina y AMSH) con la region C-
terminal del a;p-AR, lo que sugiere la participacién de estas proteinas como
reguladores genéricos de la actividad de los GPCRs, ya que fueron originalmente
clonadas con el carboxilo terminal del receptor sensor de calcio extracelular

(Herrera-Vigenor et al., 2006).

Posterior al analisis informatico de las secuencias de los cDNAs aislados

del tamizaje, la identidad de las clonas no permitié vincular alguna directamente



como posible moduladora de la funcién o localizacion del receptor, debido a ello se
procedidé a evaluar el efecto de las diferentes clonas sobre el receptor. Utilizando
las técnicas de inmunofluorescencia para monitorear la localizacion del receptor
en células HEK 293-T y la cuantificacion de fosfatos de inositol al estimular células
con NE, se evalud el efecto de las clonas al ser cotransfectadas con el receptor.
Los resultados obtenidos con la udltima técnica nos permitieron enfocar nuestro

interés en dos clonas 1DNi-15y 25.

Como ya se ha reportado, se corroboro la localizacion mayoritariamente
intracelular del receptor a1p-AR en células HEK 293-T. Del efecto de las diferentes
clonas sobre el receptor, se pudo observar que la clona 1DNi-16 parece aumentar
su expresion a nivel de membrana, sin embargo es pertinente realizar mas
experimentos y utilizar como control el receptor truncado en la region N-terminal,

para confirmar estas observaciones.

Los experimentos de formacion de fosfatos de inositol permitieron evaluar
el efecto de las clonas 1DNi-9, 15 y 25. Las dos Ultimas clonas previenen la
formacion de fosfatos de inositol, y en el caso de la clona 1DNi-25 parece
disminuir el efecto incluso por debajo de los niveles basales, esto resulta muy
interesante si se considera que este receptor se encuentra constitutivamente
activo y que ésta caracteristica parece vincularlo con la hipertension arterial
(Villalobos-Molina et al, 1999). Es importante continuar la caracterizacion del
efecto de estas clonas para determinar el mecanismo por el cual modulan la
expresion del receptor y evaluar la localizacion del receptor al ser cotransfectado

con ellas.

La cuantificacion de fosfatos de inositol nos sugieren que la clona 1DNi-15
puede estar ejerciendo una actividad de antagonista sobre el receptor a;p. Esto
nos permitiria, a reserva de comprobar la especificidad del efecto de esta clona
sobre el a1p-AR, seguir caracterizando a nivel funcional estos receptores.

La clona 1DNi-25 parece incluso disminuir la actividad basal del receptor.

Por lo tanto es necesario evaluar el efecto de esta clona sobre la actividad de los



otros receptores a;-AR, para determinar la especificidad de la interaccion con el

aup-AR, asi como el efecto sobre los otros subtipos en caso de presentarse.

Los péptidos (1DNi-15 y 1DNi-25), que demostraron la capacidad de inhibir
la funcion del aip-AR, tienen utilidad potencial para abundar en la caracterizacion
de las propiedades farmacoldgicas este receptor. Estos péptidos pudieran actuar
como agonistas inversos 0 antagonistas y tener una influencia en la afinidad del
receptor por su ligando o bien en el nimero de receptores disponibles para ser
estimulados. Para explorar estas posibilidades, seria importante extender la
caracterizacion del efecto de estos péptidos en pruebas de union de ligandos
radiactivos, analisis de los procesos de desensibilizacion de estos receptores y
determinar los efectos de los péptidos sintéticos en modelos animales
normotensos e hipertensos. Ademas, seria importante determinar la especificidad

de estos péptidos al comparar su efecto sobre otros receptores adrenérgicos.

En este trabajo se evidencia la importancia de estudiar a detalle las
interacciones proteina-proteina y de desarrollar nuevos métodos para la deteccion
de las mismas, ya que esto nos permitira caracterizar en mayor detalle las vias
sefializacion que participan en diferentes procesos patolégicos y encontrar
proteinas o péptidos que regulen la actividad de proteinas conocidas como

potenciales blancos terapéuticos. Ademas, los péptidos que describimos pudieran
ser la fuente para el desarrollo de ligandos del receptor aipAR con utilidad

terapéutica en las situaciones en las que alteraciones en la funcion de estos receptores se

han asociados con enfermedad, como es el caso de la hipertension.



Conclusiones:

En el presente trabajo fue posible clonar los dominios amino y carboxilo

terminal del a1p-AR en el vector pGB3.

Se determind la factibilidad de usar el sistema de doble hibrido en
levaduras, para identificar interacciones especificas entre las regiones amino y
carboxilo terminal del aip-AR con proteinas codificadas por una libreria de

cDNA de corazén.

El sistema del doble hibrido nos permitié aislar 7 clonas que codifican
para proteinas con afinidad por el dominio amino terminal del receptor
adrénergico oyp Yy Vverificar la interaccion de dos proteinas, aisladas en un
tamizaje con el dominio C-terminal del receptor sensor de calcio, con la regién

carboxilo terminal del o,,-AR.

Entre los cDNAs aislados del tamizaje con la libreria de corazon, dos que
codifican para proteinas F-Box 7 y 22 fueron capaces de prevenir la formacion de
fosfatos de inositol al estimular con norepinefrina receptores oup-AR en células
HEK 293-T.



Perspectivas:

Los péptidos derivados de las secuencias 1DNi-15 y 25 pudieran actuar
como agonistas inversos o antagonistas al modificar la funcion del receptor
o1p-AR, esto se podria evaluar en pruebas funcionales en sistemas modelo
en que los péptidos se agregaran de manera exdgena. Ademas seria
importante evaluar su efecto sobre la afinidad del receptor por su ligando y

el numero de receptores disponibles para ser estimulados.

La actividad de los péptidos sintéticos pudiera tener alguna aplicacion
farmacolo6gica en procesos donde la sobreexpresion, activacion o alteracion
de los receptores aip-AR esta vinculada con eventos patolégicos como la
hipertension. Esto podria ser evaluado en animales modelo de ratas

hipertensas.
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