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Samenvatting

G-eiwit gekoppelde receptoren (GPCR) zijn de grootste familie membraan gelokaliseerde
receptoren. Hoewel er vroeger gedacht werd dat deze receptoren als monomeer aan de
membraan voorkwamen, wordt nu algemeen aanvaard dat de meerderheid van deze
transmembranaire eiwitten quaternaire structuren vormen, heteromeren genoemd.
Stimulatie van zo een heteromeer kan leiden tot verschillende signalisatie en ligandbinding
in vergelijking met deze van de monomeren. Recente studies hebben aangetoond dat leden
van de dopamine D2-type receptoren (oa. Dopamine D4 receptor (D4R) en dopamine D2
receptor (D2R)) interageren met de u-opioid receptor (MOR). In deze studie worden de
eerste stappen gezet naar het achterhalen van de receptordomeinen betrokken bij deze
dimerisatie en de functie van deze interactie. Ook de indirecte gevolgen van deze receptor-
receptor interactie werden nader onderzocht. Via verschillende coprecipitatietechnieken en
door gebruik te maken van verschillende D4R-mutanten werd achterhaald dat de positief
geladen regio’s in de derde intracellulaire lus van D2-type receptoren een negatieve invlioed
hebben op de receptordimerisatie. Langdurige receptorstimulatie zorgt voor desensitisatie
van de receptoren zoals blijkt uit ERK1/2-fosforylatieassays. Daarentegen werd geen
additief- of inhiberend effect op ERK1/2-fosforylatie indien beide receptoren samen
gestimuleerd werden.

Summary

G-protein coupled receptors (GPCR) are the biggest family of membrane located receptors.
Although it used to be thought that these receptors existed as monomers, it is now
generally accepted that these transmembrane signalling proteins form quaternary
structures, called heteromers. Stimulation of such a heteromer will lead to novel and
distinct pharmacology and mechanisms of regulation as opposed to these of the monomer.
Recent studies have shown that members of the dopamine D2-type receptors (eg.
Dopamine D4 receptor (D4R) en dopamine D2 receptor (D2R)) interact with the u-opioid
receptor (MOR). In this study the first steps are taken towards elucidating the receptor
domains that are involved in the dimerization and the function of the interaction. Also
indirect interactions between both of these receptors were investigated. Through different
coprecipitation techniques and by using different D4R-mutants, we found that positively
charged regions in the third intracellular loop of D2-type receptors have a negative effect on
the receptor dimerization. Also when the receptors are induced for a long period of time we
could see that desensitisation took place. This was measured by looking at the ERK1/2-
phosphorylation potential of receptors after they underwent long agonist stimulation. Both
homologous as well as heterologous desensitisation was observed for both D4R and MOR.
On the other hand neither an additive nor an inhibiting effect on ERK1/2-fosforylation was
observed when both receptors were stimulated together.

Vii
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1. GPCR’s
1.1.Inleiding

Multicellulaire organismen codrdineren moleculaire processen en reacties door hun cellen
onderling met elkaar, en met de omgeving, te laten communiceren op verschillende
manieren. Neuronen maken gebruik van elektrische impulsen, andere cellen staan direct
met elkaar in contact via kleine kanalen (‘gap-junctions’) maar de meest gebruikte manier
om onderling te communiceren gaat via receptoren gelegen aan de plasmamembraan.
Signalen van buiten de cel kunnen zo ontvangen en geinterpreteerd worden via receptoren
aan de plasmamembraan. Deze receptoren kunnen onderverdeeld worden in verschillende
groepen waarvan de guanine nucleotide-bindend eiwit (G-eiwit)-gekoppelde receptoren, of
kortweg GPCR’s, de meest bestudeerde groep is. GPCR’s vormen de grootste familie
celoppervlakte gelokaliseerde receptoren die gecodeerd worden in het humaan genoom. Ze
bevatten meer dan duizend leden, coderen voor meer dan 1% van het totaal genoom en
kunnen tot 5% van alle proteinen aanwezig in één bepaalde cel vertegenwoordigen (Luttrell,
2008). GPCR’s zijn betrokken bij heel veel processen in het lichaam waaronder
celproliferatie, differentiatie, groei en apoptose maar ook neurotransmissie. Ze zijn dan ook
in staat om veel verschillende signalen te herkennen gaande van hormonen tot eiwitten,
ionen en zelfs fotonen. Verstoring van deze receptoren en hun signalisatie kan dus leiden
tot heel veel verschillende ziekten en symptomen. Meer dan 30% van alle farmaceutische
producten richten zich specifiek op het beinvioeden van slecht werkende GPCR’s en meer
dan 50% beinvioeden hun functie. Daar staat tegenover dat de meerderheid van deze
therapieén zich slechts op een klein percentage verschillende GPCR’s focust (Fredholm et al,
2007). Het achterhalen van welk ligand bindt, en wat de functie van zogenoemde ‘wees’-
receptoren is, zou dus tot nieuwe therapieén kunnen leiden die zich richten op andere
GPCR’s.

1.2. Structuur en classificatie

GPCR’s vertonen een sterk geconserveerde structuur alhoewel ze slechts weinig
sequentiesimilariteit vertonen. Er zijn twee hoofdvoorwaarden die voldaan moeten worden
om eiwitten in te delen bij de GPCR’s. Eerst en vooral moet het eiwit opgebouwd zijn uit
zeven transmembranaire domeinen. Dit zijn sterk hydrofobe regio’s, van vergelijkbare
lengte met een alfa-helix structuur, die ervoor zorgen dat de receptor zich in hydrofobe
membranen kunnen verankeren. Ten tweede moet het in staat zijn om te interageren met
een G-eiwit, alhoewel deze interactie nog niet werd bevestigd voor vele receptoren die toch
worden geclassificeerd bij de GPCR’s (Fredriksson et al, 2003). De transmembranaire
domeinen worden afgewisseld door hydrofiele intra- en extracellulaire (IC en EC) lussen van
variabele lengte (Figuur 1).

Figuur 1. Structuur en oriéntatie
van GPCR’s in de plasma-
membraan. De receptor wordt
ingedeeld in drie verschillende
domeinen: extracellulaire
domeinen (EC1 -> EC3), domeinen
in het cytoplasma (IC1 -> IC4) en
transmembranaire domeinen
(TM-I -> TM-VIl). Figuur over-
genomen uit PhD-thesis van
Evelien Gellynck.




INLEIDING

Liganden interageren met extracellulair gelegen domeinen zoals de N-terminale staart® , EC-
lussen en/of groeven tussen de TM-domeinen, terwijl intracellulaire domeinen zoals het C-
terminaal domein® en IC-lussen interageren met intracellulaire signalisatie partners. EC1 en
EC2 kunnen met elkaar verbonden worden door een zwavelbrug die, onder andere
teruggevonden wordt bij dopamine receptoren. GPCR’s ondergaan ook posttranslationele
modificaties. De belangrijkste zijn: fosforylaties, ubiquitinatie, N-glycosylatie van de N-
terminale staart en palmitoylatie van de C-terminus. N-terminale glycosylaties worden
bijvoorbeeld geassocieerd met endoplasmatisch reticulum (ER)-kwaliteitscontrole en
membraanlokalisering. De derde intracellulaire lus (IC3-lus) van de receptor bepaalt het
ermee geassocieerde G-eiwit, en aldus ook de respons. De specificiteit en de toxine-
gevoeligheid van de G-eiwitten worden bepaald door de G,-subeenheid.

Binnen de GPCR’s bestaat er heel weinig sequentie-homologie en eiwitten worden dan ook
op structurele kenmerken (zie hoger) ingedeeld in deze familie. Een significante sequentie
homologie wordt echter wel teruggevonden binnen de verschillende subfamilies (A-F)
waarin ze ingedeeld worden (Kolakowski, 1994). De subfamilie A, die zowel de dopamine
receptoren als de opioid receptoren bevat, bestaat uit de rhodopsine/B2 adrenerge
receptor-type receptoren en is de grootste en meest bestudeerde groep binnen de GPCR’s.
Deze groep kan nog eens ingedeeld worden in zes subgroepen. Homology binnen deze
groep is niet zo groot en beperkt zich tot een aantal essentiéle residuen. De hoge graad aan
conservatie binnen deze residuen zou kunnen verwijzen naar een belangrijke functie in het
behouden van de structuur en/of functie van de receptoren. Het enige motief dat voorkomt
in alle leden van deze groep is het arginine in het DRY-motief® (Probst et al, 1992). Recenter
werd een ander classificatiesysteem voorgesteld waarin GPCR’s ingedeeld worden in vijf
families die de GRAFS (Glutamaat, Rhodopsin, Adhesion, Frizzled/taste2 en Secretin)
genoemd worden (Fredriksson et al, 2003). Deze indeling wordt echter heel zelden gebruikt.

1.3.Signalisatie

Uit de omgeving krijgen cellen verschillende signalen te verwerken. GPCR’s vormen een heel
belangrijke verbindingsweg tussen uiteenlopende extracellulaire liganden en de hieraan
gekoppelde intracellulaire signalisatiewegen. Door interactie van een ligand met de GPCR
zal de receptor een conformationle verandering ondergaan. Dit zorgt ervoor dat de receptor
zal binden aan G-eiwitten die intracellulair gebonden is aan de plasmamembraan. G-
eiwitten zijn trimere eiwitten bestaande uit een Ga-subeenheid en een functionele GBy-
monomeer, die enkel dissocieert na denaturatie. De geactiveerde receptor werkt nu als GEF
(‘guanine nucleotide exchange factor’) en promoot de dissociatie van GDP* van Ga. Deze zal
snel vervangen worden door GTP* die in veel hogere concentraties voorkomt in de cel. Het
hydrofoob domein, dat Ga-GDP in staat stelt om te interageren met Gy, verdwijnt in de
GTP-gebonden vorm waardoor de affiniteit tussen beide sterk daalt (Cabrera-Vera et al,
2003). De inwisseling van deze ribonucleotiden zorgt dus voor twee dissociaties: het G,Gg,-
complex komt los van de receptor en G, dissocieert van Gg,. Zowel G, als Gg, zijn nu actief
en kunnen verschillende intracellulaire signaalwegen beinvloeden (Figuur 2). G, bepaalt de

! N-terminale staart: NH,, amino terminus van DNA

? C-terminale domein: COOH, carboxy terminus van DNA
*DRY = Asp-Arg-Tyr

* GDP = Guanine difosfaat; GTP = Guanine trifosfaat
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duur van de signalisatie en blijft in actieve GTP-gebonden vorm tot GTP-hydrolyse optreedt
door zijn eigen intrinsieke GTPase activiteit. GDP-gebonden G, associeert nu opnieuw met
Ggy en de signalisatie stopt (Luttrell, 2008). De GTPase activiteit van G, kan door sommige
effectoren beinvloed worden en dus zo ook de duur van signalisatie reguleren. Andere
moleculen die de ‘regulators van de G-signalisatie’ (RGS) genoemd worden zijn in staat om
de GTPase activiteit van G-eiwitten te doen toenemen en doen dus dienst als ‘GTPase
activerings-eiwitten’, ook wel GAP genoemd (Cabrera-Vera et al, 2003; Pierce et al, 2002).

© Hormone Figuur 2. Mechanisme

Exterior A S van de interactie tussen

Cytosel ” }J 16\ \:«w: een GPCR en het G-

— G,‘G{ g [~ e'|W|t. Eerst bindt een

STATE 3 ligand op de receptor.
nBindingolh'ormoneindu:u @ Hydrolysis of GTP to GDP Vervolgens interageren
e ke / wiiommans 7 Nﬂiﬁ:ﬁ:ﬁ feassociate withG,, Teceptor en G-eiwit: het
0, G-eiwit wordt

- [_] é'zj geactiveerd en wisselt

S = _— . GDP voor GTP uit. Hierna

from receptor; G, binds

binds to G,, subunit de a-subeenheid zowel
to effector, aﬁwating it

van de receptor als van

N ‘ s de Py-subeenheid. Beide
e A Gﬁjd‘* componenten van het G-

W pl=y . . e
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\ 3 ! .
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““"V"'d'“ﬂ;“:u"mc BmdmgofGTPtoG onafhankelijk van elkaar
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¢ "°"‘Gay verschillende  stroom-
 B——

. S5 e afwaarts elegen

@ @) ~ geleger

LJ effectoren. Figuur uit

(Lodish et al, 2007).

G-eiwitten zijn geen integraal membraaneiwitten maar zijn verankerd in de
plasmamembraan via een prenylatie-modificatie op het C-terminaal domein van de G-
subeenheid (Oldham & Hamm, 2008). Bij het activeren van één soort GPCR zal het slechts
interageren met één enkel type G-eiwit (Dohlman et al, 1991; Gudermann et al, 1996; Hedin
et al, 1993; Raymond, 1995; Savarese & Fraser, 1992). Er bestaan veel verschillende soorten
G-eiwitten die, al zijn deze structureel heel gelijkaardig, toch verschillende signaalwegen
kunnen activeren. Ze worden onderverdeeld in vier groepen gebaseerd op het type Ga
waarmee ze interageren (Tabel 1) (Cabrera-Vera et al, 2003; Pierce et al, 2002).

Gq Effector Sec. boodschapper  Receptor
Gos Adenylyl cyclase cAMP 1 B-Adrenerge, glucagon, serotonine, vasopressine
receptor
Gai/o Adenylyl cyclase, cAMP | o,-Adrenerge, dopamine D4, u-opioid receptor
fosfolipase C IP3, DAG 1
Goq11  Fosfolipase C IP3;, DAG 1 a;-Adrenerge receptor
Ga12 Rho-GEF Rho-GTP 1 CCK1R, M3

Tabel 1. Overzicht van de vier families trimere G-eiwitten. IP3 = inositol 1,4,5-trifosfaat; DAG = 1,2-
diacylglycerol; CCK1R= Cholecystokine receptor; M3 = M3 muscarinic acetylcholine receptor. (Tabel
overgenomen, vertaald en aangepast uit (Cabrera-Vera et al, 2003; Hermans, 2003; Lodish et al, 2007).

Het GPBy-dimeer kan interageren met vele membraangelokaliseerde of -gerekruteerde
effectoren gaande van CCK1R tot ionkanalen. Zestien genen coderen voor Ga-subeenheden,
vijf voor GB en twaalf voor Gy. In vitro kunnen GB-subeenheden dimeriseren met bijna alle
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Gy-subeenheden, wat suggereert dat ook in vivo verschillende combinaties voorkomen
(Schmidt et al, 1992). Recenter werd aangetoond dat de samenstelling van dit dimeer de
efficiéntie van effectoractivatie zou kunnen beinvloeden (Cabrera-Vera et al, 2003).

1.4.G-eiwit gereguleerde signalisatiewegen

Bij binding van een ligand aan een GPCR aan de plasmamembraan van de cel wordt een
signalisatiecascade in gang gezet. G-eiwitten worden geactiveerd door binding van GTP met
de Ga-subeenheid en het trimeer dissocieert. Zowel Ga als GBy kunnen nu verschillende
signalisatiewegen en effectoren activeren. Een overzicht van al die signalisatiewegen is
voorgesteld in Figuur 3.

Biogenic amines Amino acids and ions

Noradrenaline, Glutamate, Ca?+, Lipids
dopamine, GABA LPA, PAF, prostaglandins, leukotrienes, anandamine, S1P
S-HT, histamine, ~ o
acetylkcholine \ \ / B Peptides and proteins
,/ . 2 -
N \ l Angiotensin, bradykinin, thrombin, bombesin, FEH, LH, TSH, endorphins
7
’ ~— T Others
Light, odorants, pheromones, nucleotides, opiates, cannabinoids, endorphins
Jm GDP p p ~ lon channels, Biological responses
S \ P13Ky, PLC-B, Proliferation, differentiation,
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Figuur 3. GPCR signalisatiediversiteit. GPCR’s kunnen geactiveerd worden door veel verschillende liganden
waaronder biogene amines, aminozuren, ionen, lipiden, peptiden en eiwitten. Activatie van de receptor kan
leiden tot de activatie van heterotrimere G-eiwitten of G-eiwit onafhankelijke signalisatiewegen. De
verschillende klassen G-eiwitten kunnen veel verschillende effectoreiwitten activeren en zo verschillende
signaalcascades in gang zetten. Uiteindelijk zullen deze signalisatiewegen een hele reeks belangrijke
biologische responsen reguleren. 5-HT = 5-hydroxytryptamine (serotonine); DAG = diacylglycerol; FSH
follicle-stimulerend hormoon; GEF = guanine-nucleotide exchange factor; LH = luteinizerend hormoon; LPA
lysofosfatide zuur; PI3K = fosfatidylinositol 3-kinase; PKC = proteine kinase C; PLC = fosfolipase C; S1P
sfingosine-1-fosfaat; TSH = thyroid-stimulerend hormoon; GABA = y-aminoboterzuur. Figuur overgenomen
uit (Marinissen & Gutkind, 2001).

1.4.1. Adenylyl cyclase

Adenylyl cyclases (AC) ondergaan tegenovergestelde regulatie afthankelijk van welk type Ga-
eiwit ermee interageert. Zo wordt dit enzyme geactiveerd door Gs en geinhibeerd door Gi
(zie ook Tabel 1). Het actief enzym katalyseert de vorming van intracellulair cAMP (3’,5’-
cyclisch adenosine monofosfaat) uit ATP. cAMP is een belangrijke secundaire boodschapper
die onder andere cAMP-afhankelijke proteine kinase A (PKA) kan activeren. Op zijn beurt
fosforyleert PKA een hele reeks substraateiwitten. PKA heeft een brede substraat
specificiteit en moet signalen afkomstig van verschillende AC’s interpreteren die op hun
beurt geactiveerd kunnen worden door verschillende GPCR’s. Tien verschillende isovormen
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van AC zijn tot nu toe bekend met een verschillende weefselverdeling en ze worden
verschillend gereguleerd door G-eiwitten (Hur & Kim, 2002; Sunahara & Taussig, 2002). Ze
bezitten een gemeenschappelijke structuur bestaande uit twaalf membraanoverspannende
transmembranaire domeinen. De substraatspecificiteit van PKA zou deels verklaard kunnen
worden door cAMP-afhankelijke kinase-verankerde eiwitten (AKAP’s). Dit zijn eiwitten die
zich zowel aan PKA als aan andere eiwitten kan verankeren en zo een multi-component
signalisatiecomplex vormen (Han et al, 2002; Pierce et al, 2002).

1.4.2. Fosfolipase C

Een tweede effector van Gg/11 en Gi/o gekoppelde receptoren is het fosfolipase C (PLC). Er
bestaan vier klassen PLC's (B,y,9,¢) die het membraanverankerde fosfolipide
fosfaditylinositol 4,5-bifosfaat (PIP;) kunnen hydrolyseren. Hierbij worden twee secundaire
boodschappers gevormd: inositol-1,4,5-trifosfaat (IPs) en diacylglycerol (DAG). IP3 induceert
de export van calcium uit het ER naar het cytoplasma via calciumkanalen (Wilcox et al, 1998)
en DAG kan, samen met calcium, de activiteit van verschillende isovormen van proteine
kinase C (PKC) reguleren (Pierce et al, 2002). Verder kan IP; gefosforyleerd worden tot IP,4
wat de influx van calcium via calciumkanalen in de plasmamembraan activeert. Calcium is
een belangrijke secundaire boodschapper die veel verschillende processen in de cel kan
beinvloeden. Daarom kunnen GPCR’s de calciumconcentratie ook beinvloeden via een hele
reeks andere mechanismen zoals: directe modulatie van voltage-geregelde calciumkanalen,
indirecte signaalwegen door hyperpolarisatie van kaliumkanalen of door het activeren van
plasmamembraan-gebonden calcium-ATPasen (Pangalos, 2002).

1.4.3. ERK1/2 signalisatie

De mitogen-geactiveerde proteine kinasen (MAPK’s) vormen een sterk geconserveerde
familie van eiwitkinasen en zijn van groot belang in de overdracht van vele signalen van het
celoppervlak naar de kern, met effecten op transcriptie en translatie. Vele GPCR’s zijn in
staat om de MAPK signalisatieweg te activeren. Dit is een belangrijke regulatieweg voor
celdifferentiatie, proliferatie, overleving en apoptose. Via deze weg worden drie
opeenvolgende kinasen gefosforyleerd die op hun beurt het volgende component uit de
cascade fosforyleren. Drie klassen MAPK’s worden teruggevonden bij de mens: de
extracellulaire signaal-regulerende kinasen (ERK), c-Jun N-terminaal kinasen/stress-
geactiveerde proteine kinasen (JNK/SAPK) en de p38/HOG1 MAPK’s. Elke klasse kan
geactiveerd worden door GPCR’s op twee manieren, ofwel via het G-eiwit ofwel via p-

arrestine. Omdat de ERK1/2 signalisatieweg (ook gekend onder de naam p44™*™ en
p42M*"%) de meest bestudeerde is zal verder voornamelijk deze signalisatiewegen besproken
worden.

In de ERK1/2 cascade wordt opeenvolgend Raf, MAPK/ERK kinase (MEK) en ERK
gefosforyleerd. Raf wordt gerekruteerd naar de plasamembraan en gefosforyleerd door
kleine G-eiwitten zoals Ras, Rap-1 en CDC42. Geactiveerd Raf kan dan MEK1 en MEK2
fosforyleren op twee serine residuen. Gefosforyleerde MEK1/2 fosforyleren dan op hun
beurt ERK1 en ERK2 op een tyrosine en een threonine residu in het TEY-motief. Zo worden
respectievelijk het pERK1/2 MAPK gevormd. Actief ERK1/2 is in staat om veel verschillende
substraten te fosforyleren zowel in het cytoplasma als in de nucleus (Chen et al, 2001).

Gai kan de ERK1/2 cascade activeren door het onderdrukken van twee inhibitiewegen. Zoals
eerder vermeld kan Gai AC inhiberen wat zorgt voor lagere concentraties cAMP en zo ook
lagere PKA-activiteit. Omdat PKA inhiberend kan werken op Raf zorgt dit voor een activatie
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van de ERK1/2 signalisatieweg (Radhika & Dhanasekaran, 2001). Anderzijds kunnen
sommige Gai-GTP specifieke Rap-1 GTPase activerende proteinen naar de plasmamembraan
rekruteren waar de GTPase activiteit van Rap-1 versneld wordt en het dus zo sneller naar
zijn inactieve vorm wordt omzet. Rap-1-GDP komt los van Raf, waarna Raf nu vrij is om te
associéren met Ras. Ras zorgt voor Raf fosforylatie en de MAPK cascade is geactiveerd. Gi-
gekoppelde receptoren induceren de GBy-subeenheid om MAPK te activeren in een PKC-
onafhankelijke en een Ras-afhankelijke manier (Hur & Kim, 2002; Marinissen & Gutkind,
2001). Het mechanisme via welke dit gebeurt blijkt verschillend te zijn afhankelijk van welke
GPCR betrokken zijn en in welk celtype het bestudeerd wordt (Della Rocca et al, 1997).

In inactieve cellen wordt ERK1/2 in het cytosol gehouden door associatie met MEK1/2 dat
een nucleus export sequentie bevat. Na fosforylatie van ERK1/2 door MEK1/2 dissocieert
het ERK-MEK complex zich van elkaar. Hierdoor is ERK1/2 nu vrij om naar de nucleus te gaan
(Adachi et al, 1999). Zowel B-arrestine, Ga- als GBy-complexen kunnen de activiteit van
ERK1/2 moduleren (Goldsmith & Dhanasekaran, 2007). -arrestine binding op GPCR in de
afwezigheid van G-eiwitactivatie kan voldoende en noodzakelijk zijn voor ERK1/2-activatie.
Zoals eerder vermeld kan ERK1/2 vele substraten fosforyleren gaande van nucleaire
transcriptiefactoren tot membranaire, cytosolaire en cytoskelet substraten. De
substraatspecificiteit van dit kinase wordt dan ook bepaald door zowel de locatie in welke
het zich bevindt als de duur in welke ze geactiveerd is. Eens in de nucleus zal ERK1/2 snel
gedesactiveerd worden door defosforylatie-enzymen die afwezig zijn in het cytoplasma,
waar ERK1/2 langer actief is. Afhankelijk van de signalisatieweg zal actief-ERK1/2 eerder
gesequestreerd worden naar het cytosol of eerder migreren naar de nucleus. Dat kan leiden
tot verschillende, soms wel tegenovergestelde, resultaten. GPCR’s kunnen ook ERK
activeren via G-eiwit afhankelijke transactivatie van sommige receptor tyrosine kinasen
(RTK’s) zoals de ‘platelet derived growth factor receptor’ (PDGFR).

1.5.Negatieve regulatie van GPCR signalisatie

Er bestaan verschillende mechanismen om de signaaltransductie, dat in gang wordt gezet bij
ligandbinding op de receptor, stop te zetten. Receptor desensitisatie, sequestratie en
transcriptie kunnen op veel verschillende manieren geactiveerd worden gaande van
secundaire boodschaper inactivatie tot rekruteren van moleculen zoals p-arrestine die
ontkoppeling van receptor en G-eiwit induceren. Dit is van belang om overstimulatie tegen
te gaan en ervoor te zorgen dat de receptor snel weer op nieuwe signalen kan reageren.

1.5.1. Heterologe en homologe desensitisatie

Al heel snel na receptoractivatie kunnen serine en threonine residuen in alle intracellulaire
delen van de receptor gefosforyleerd worden door kinasen die afhankelijk zijn van
secundaire boodschappers (Pitcher et al, 1992). Hierdoor zal de receptor ontkoppelen van
het G-eiwit waarmee het geassocieerd is, wat desensitisatie genoemd wordt. Er kan een
onderscheid gemaakt worden tussen twee soorten desensitisatie.

Heterologe desensitisatie kan plaatsvinden in afwezigheid van agonistbinding op de
receptor. Door het in gang zetten van één signalisatieweg via één bepaalde GPCR kunnen
specifieke kinasen, zoals PKA en PKC, geactiveerd worden. Deze kunnen dan in een feedback
mechanisme verschillende GPCR-types fosforyleren wat zorgt voor desensitisatie van de
GPCR. Kinasen geactiveerd door één type receptor kunnen dan zo een andere type receptor
inactiveren (Freedman & Lefkowitz, 1996).
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Homologe desensitisatie, ook wel agonist-specifieke desensitisatie genoemd, vindt enkel
plaats bij ligandgebonden receptoren. Deze worden gefosforyleerd aan de derde
intracellulaire lus (IC3) door specifieke GPCR kinasen (GRK). Fosforylatie op zich zorgt niet
voor desensitisatie van de receptor maar arrestines worden nu naar de receptor
gerekruteerd en zullen op hun beurt zorgen voor de ontkoppeling van de receptor en het
ermee geassocieerd G-eiwit (Lohse et al, 1992). Er zijn zeven GRKs gekend waarvan twee
enkel in de retina tot expressie komen (GRK1 en GRK7) en de andere (GRK2-GRK6) in heel
het lichaam (Stoffel et al, 1997). Ze kunnen allen binden aan de membraan via hun C-
terminaal domein wat van belang is voor hun functie.

1.5.2. Sequestratie

Sequestratie of internalisatie van de receptor is een proces dat zorgt voor het herlokaliseren
van de receptor weg van de plasmamembraan. Meestal gebeurt dit via het clathrine
mechanisme waarbij dit eiwit een soort mantel vormt rond vesikels die het doelwit-eiwit
naar andere cellulaire locaties brengt. Dit proces wordt gestuurd door B-arrestine dat
fungeert als adaptoreiwit. Het kan zowel op de gefosforyleerde receptor als op clathrine en
de clathrine-adaptor (AP2) binden. Dynamine speelt ook een belangrijke rol in dit proces.
Het is een groot GTPase dat zorgt voor de loskoppeling van vesikels van de membraan
(Wolfe & Trejo, 2007). Clathrin-adaptor eiwitten kunnen binden op specifieke receptor
motieven, gefosforyleerde receptoren of geubiquitineerde receptoren. Meestal is echter
receptorfosforylatie gevolgd door (3-arrestine binding noodzakelijk voor endocytose van de
receptor. Constitutieve internalisatie van sommige GPCR’s, onafhankelijk van fosforylatie of
[-arrestine interactie, werd ook al aangetoond. Er wordt echter beweerd dat dit op een
andere soort endocytose mechanisme berust. Andere observaties hebben ook aangetoond
dat homologe GPCR subtypes via verschillende endocytose mechanismen in parallel zouden
kunnen geinternaliseerd worden in dezelfde cel zoals werd aangetoond voor de D1 en D2
receptor (Vickery & von Zastrow, 1999).

Het lot van een geinternaliseerde receptor is divers. De receptoren die naar grote
endosomen gestuurd worden kunnen gerecycleerd worden naar de membraan of
gedegradeerd worden in lysosomen. Retentie van de receptoren in intracellulaire
membranen zonder afbraak kan leiden tot langdurige desensitisatie zonder daling in
receptorconcentratie. Bij langdurige receptoractivatie observeert men echter wel een daling
in het aantal receptoren aanwezig in de cel. Dit proces leidt tot attenuatie van de
signaaltransductie en kan slechts traag of gedeeltelijk hersteld worden. Dit proces blijkt een
rol te spelen in het tolerantiemechanisme dat ontstaat voor sommige neuropsychiatrische
medicatie in neuronen waarbij langdurige toediening van een bepaald middel na enige tijd
aan doeltreffendheid zal verliezen (Roth et al, 1998).
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2. Dopamine receptoren

2.1.Inleiding

Dopamine (3-hydroxytyramine, DA) is een neurotransmitter behorende tot de groep van
catecholamines en is een metaboliet van het aminozuur tyrosine (Carlsson et al, 1957). Via
biochemisch onderzoek werd aangetoond dat dopamine in staat is adenylylcyclasen te
stimuleren wat op het bestaan van dopamine receptoren wijst (Kebabian & Greengard,
1971). Later werd deze receptor ingedeeld bij de GPCR superfamilie. Dopamine is een traag
werkende neurotransmitter dat geen simpele activerende of inhiberende functie uitvoert
maar eerder een modulerend effect heeft in het centraal zenuwstelsel. Het kan binden op
vijf verschillende subtypes dopaminereceptoren (D1R-D5R) (Bunzow et al, 1988; Van Tol et
al, 1991), behorende tot twee subfamilies. De dopamine D1-type receptor en de D2-type
receptor subfamilies (Andersen et al, 1990; Civelli et al, 1993; Niznik & Van Tol, 1992; Sibley
et al, 1992; Sokoloff et al, 1992; Vallone et al, 2000). Oorspronkelijk was deze indeling
gebaseerd op hun vermogen om met verschillende types G-eiwitten te binden. D1-type
receptoren (D1R en D5R) associéren met AC stimulerende Gas-eiwitten en de D2-type
receptoren (D2R, D3R, D4R) binden met Gai-eiwitten die cAMP productie inhiberen. Deze
twee groepen dopamine receptoren verschillen niet enkel in biochemische karakteristieken
maar ook in sequentiesimilariteit, functionaliteit, ligandbindingscapaciteit en evolutionaire
oorsprong. Zo behoren ze ook tot twee verschillende gen-families. De D1-type receptoren
bevatten, zoals de meeste GPCR’s, geen intronen in hun coderende sequentie. Terwijl de
genen coderend voor D2-type receptor wel intronen bevatten wat hen in staat stelt voor
verschillende receptorvarianten te coderen.

Alle receptorsubtypes vertonen een N-terminaal domein van vergelijkbare lengte met een
variabel aantal plaatsen waar N-glycosylatie kan plaatsvinden. Grotere verschillen tussen de
twee subtypes worden echter teruggevonden in het C-terminaal domein. Dit deel van de
receptor is zeven maal langer bij de D1-type receptoren en bevat een geconserveerd
cysteineresidu-regio, waarvan werd aangetoond dat het wordt gepalmitoyleerd en zorgt
voor membraanverankering van het C-terminaal domein, aan het begin van deze sequentie.
In D2-type receptoren bevindt deze palmitoylatie-regio zich op het uiteinde van het C-
terminaal domein (Grunewald et al, 1996). Een disulfidebrug tussen twee andere
cysteineresiduen in EC2 en EC3 aanwezig in alle dopamine receptoren (evenals de meeste
GPCR’s) heeft als functie om de receptorstructuur te stabiliseren (Dohlman et al, 1990). Een
ander groot verschil tussen beide types dopaminereceptoren bevindt zich in het feit dat de
D2-type receptoren een veel langere IC3 bevatten dan dat van D1-type receptoren.
Dopamine is actief in verschillende hersenregios waaronder deze die motorfunctie,
motivatie en het endocriensysteem regelen. Dit monoamine speelt ook een belangrijke rol
in het beloningssysteem en stimuleert het aanleren van nieuw gedrag (Girault & Greengard,
2004). De ontregeling van dit mechanisme kan leiden tot verschillende pathologische
condities waaronder de meest bekende de ziekte van Parkinson (Ehringer & Hornykiewicz,
1960), schizofrenie (Carlsson et al, 2001; Creese et al, 1976; Seeman et al, 1976; Snyder et
al, 1970) en ‘Attention-Deficit Hyperactivity Disorder’ (ADHD) (Gizer et al, 2009; Swanson et
al, 2007).
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2.2.D2-type receptoren

Analyse van de D2-type receptorstructuur vertoont een aanzienlijk percentage homologie
ter hoogte van hun transmembranaire domeinen tussen de verschillende subtypes: 75%
homology tussen D2R en D3R, en 58% homology tussen D2R en D4R (Civelli et al, 1993). D2R
bevat vier potentiéle glycosilatie sites in hun N-terminaal domein, D3R bevat er drie en de
D4R bevat er slechts één (Missale et al, 1998). D2-type receptoren spelen een rol in
mitogenese en celdifferentiatie via de MAPK signaalcascade. Er blijkt echter nog verwarring
te bestaan over het feit of deze receptoren een positieve of een negatieve invloed hebben
op mitogenese. Dit blijkt afhankelijk te zijn van de cellijn waarin dit onderzocht werd
(Lajiness et al, 1993; Missale et al, 1998; Narkar et al, 2001). Nog andere studies tonen aan
dat ERK activatie via verschillende signalisatiewegen gebeurt, afhankelijk van het celtype
(Oak et al, 2001; Wang et al, 2005).

2.2.1. D2 receptor (D2R)

D2R was de eerste dopamine receptor die gekloneerd werd en ingedeeld werd in de GPCR
superfamilie (Bunzow et al, 1988). D2R behoort tot de D2-types receptoren en hun genen
bevatten dus intronen wat hen in staat stelt om voor verschillende receptorvarianten te
kunnen coderen. Zo wordt er door alternatieve splicing twee hoofdvarianten van deze
receptor gevormd van verschillende lengte: de lange (D2LR) en de korte (D2SR) (Giros et al,
1989). De D2L receptor bevat een insertie van 29 aminozuren in het IC3 domein. Omdat dit
domein belangrijk wordt geacht voor de interactie tussen receptor en G-eiwit zou dit
kunnen wijzen op functionele diversiteit tussen beide splicevarianten. Deze receptoren
worden naar verschillende neurale compartimenten gestuurd en dragen bij tot
verschillende aspecten van de dopamine signalisatie (Lane et al, 2008; Lindgren et al, 2003).
Over internalisatie van deze receptoren na agonist-stimulatie bestaat er nog
onduidelijkheid, sommige artikels beweren dat er steeds internalisatie plaatsvindt (Kim et
al, 2001; Vickery & von Zastrow, 1999); (Spooren et al, 2010), terwijl andere beweren dat dit
enkel onder specifieke omstandigheden plaatsvindt zoals na dimerisatie met de D1R of in
aanwezigheid van GRK2 (lwata et al, 1999; So et al, 2005). Deze bevindingen zijn ook celtype
afhankelijk en extra onderzoek hieromtrent is nodig. Dimerisatie van deze receptoren werd
geobserveerd (Zawarynski et al, 1998) en er wordt gesuggereerd dat de minimale
signalisatie-eenheid van deze receptor uit twee receptoren en een G-eiwit bestaat (Han et
al, 2009). Ook heterodimerisatie van deze receptor met verschillende andere types
receptoren werd aangetoond waaronder de D3R (Scarselli et al, 2001), D1R (So et al, 2005)
en niet-dopamine receptoren zoals de adenosine A2A receptor (Hillion et al, 2002).

2.2.2. D4 receptor (D4R)

D4R maakt het deel uit van de D2-type dopaminereceptoren en is één van de minst
bestudeerde subtypes dopamine receptoren. Het gen coderend voor de D4R is gelegen op
chromosoom 11 (11g15.5) en bevat een groot aantal polymorfismen waarvan de
belangrijkste gelegen is in het derde exon wat codeert voor de IC3 (Van Tol et al, 1992). Dit
polymorfisme bestaat uit een variabel aantal tandem herhalingen (VNTR). Dit is een 48
basepaar herhalingssequentie dat codeert voor 16 aminozuren die tussen de twee en elf
keer herhaald kunnen worden. De varianten worden aangeduid van D4.2R tot D4.11R (Oak
et al, 2000). De drie meest voorkomende polymorfe varianten zijn D4.4R (64%), D4.7R (21%)
en D4.2R (8%) en de verdeling van deze varianten verschilt afhankelijk van de populatie
waarin ze onderzocht worden (Ding et al, 2002). De gerepeteerde eenheid verschilt in
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sequentie en er zijn tot nu toe 18 verschillende haplotypes gekarakteriseerd, die worden
aangeduid met een Griekse letter (Figuur 4). In eenzelfde gen kunnen dus verschillende
herhaalde eenheden voorkomen. De eerste en laatste eenheid zijn echter sterk
geconserveerd (Asghari et al, 1994; Lichter et al, 1993; Van Tol et al, 1992). Er is een
significante correlatie gevonden tussen het D4.7 receptor allel (DRD4 met 7
herhalingssequenties) en de ontwikkeling van ADHD (Faraone et al, 2001). Biochemische en
farmacologische studies hebben aangetoond dat D4R slechts op één plaats geglycosyleerd
kan worden op zijn N-terminale staart en dat deze glycosylatie niet bijdraagt tot de
receptorlokalisatie in de cel of ligandbinding (Lanau et al, 1997; Missale et al, 1998; Van
Craenenbroeck, 2005). Andere posttranslationele modificaties op de D4R zijn twee
constitutief gefosforyleerd serine-residuen in de IC3-lus (Spooren et al, 2010).

A B Figuur 4. Overzicht van de polymorfismen

D42 D44 D45 D4.7 D48 a PAPRLPOQDPCGPDCAP
ag :;:::E ::l:::f :::::.:::;; afnnondl n AAPGLEPDPCGEDCAT  aanwezig in IC3 van het menselijk D4R gen.
D43 ﬁ{;:: i :[‘:::A‘[’M)E A | ED E?%%‘::,E‘:Pé?; '::“E‘:.E:“?:‘: (A) De verschillende haplotypes volgens
o o otns e, DO ‘ i AAPGLPQDFCGPDCAD lengte; de Griekse letters stel!en varianten
Z::;: apbepl :Sn':;l;‘;: o fw. AAPGLPRDPCGP I; CAT voor van de 48 bp-sequenties. (B) Elke
:*’X» ’ f’l‘ FABGL pibrccsncar Griekse letter stelt een bepaalde sequentie
van 16 aminozuren voor. (C) Voorstellingen
C (t: van de D42R en D4.10R, de
Ny £ (% i receptorvarianten met de kortste en op één
s ! Q% ‘ g“ {8 2) na langste VNTR (Figuur overgenomen uit:
; <~,-,___._ (Oak et al, 2000). Recenter werd ook een
-.Ei’__huq—__; ("—'TT“:-‘P— _—‘_2 B )) variant met 11 herhalingen aangetoond, de

e D4.11 (Ding et al, 2002).

Alhoewel de D4R in veel lagere hoeveelheden in de hersenen tot expressie komen dan de
D2R, werd D4R-expressie aangetoond in diverse hersenregio’s waaronder de cerebrale
cortex, amygdala, hippocampus en het striatum (Callier et al, 2003). Ook bestaat er een
significante overlap in distributie tussen de D4R en de D2R wat kan verwijzen naar een
redundantie in functie tussen beide receptorsubtypes (Rondou et al, 2010). Ook in de retina
en in regio’s buiten het centraal zenuwstelsel, zoals hart, lymfocyten en nieren, werd D4R
expressie aangetoond (Bondy et al, 1996; Matsumoto et al, 1995; O'Malley et al, 1992;
Rivera et al, 2002; Seamans & Yang, 2004; Sun et al, 1998).

D4R zijn in staat om ERK1/2 te stimuleren in CHO cellen (Oak et al, 2001). Recenter werd er
ook aangetoond dat intracellulair PDGFf receptoren getransactiveerd kunnen worden door
D4R (Gill et al, 2010). Door transactivatie van de PDGFp receptor grijpt autofosforylatie van
deze receptor plaats in een proces dat afhankelijk is van de By-subeenheid. D4R-
signaaltransductie heeft ook invioed op de calciumconcentratie in de cel. Verschillende
mechanismen van calciumregulatie werden aangetoond in verschillende celtypes en deze
stijging in calciumconcentratie kan vele gevolgen hebben op andere cellulaire processen
zoals glutaminerge transmissie (Herve et al, 1993; Lane et al, 2008). Naast de regulatie van
calciumkanalen kan D4R ook interageren met GIRK (‘G-protein-coupled inwardly rectifying
potassium channels’), een belangrijke regulator in neuronale reactiviteit (Lavine et al, 2002;
Pillai et al, 1998; Werner et al, 1996). De opening van GIRK zorgt voor een tragere neuronale
signaaltransductie, en interactie met de D4R werd aangetoond in Xenopus oocyten
(Wedemeyer et al, 2007).

> GIRK= G-eiwit gekoppelde kalium kanalen = Kir3
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De D4R vertoont resistentie voor agonist-geinduceerde internalisatie waarbij proline-rijke
domeinen in de IC3-lus een rol blijken te spelen (Spooren et al, 2010). Deze regio’s
interageren met moleculen die een SH3-domein bevatten, zoals 3-arrestine2, en indien ze
allen gedeleteerd worden ondergaan de receptoren constitutieve internalisatie (Oldenhof et
al, 1998). Andere karakteristieken van deze D4R-deletiemutanten is dat ze nog steeds in
staat zijn om te interageren met dopamine en G-eiwitten maar niet meer met AC.

3. Opioid receptoren

3.1.Inleiding

Opiaten zijn de meest gebruikte klasse pijnstillers. Door aanhoudend gebruik daalt hun
efficiéntie na enige tijd, dit fenomeen wordt tolerantie genoemd. Hierdoor zijn artsen
genoodzaakt steeds hogere concentraties medicatie voor te schrijven aan hun patiénten
zodat deze hetzelfde pijnstillend effect zouden waarnemen. De meeste van deze pijnstillers
binden specifiek op de u-opioid receptor (MOR) en hebben een heel lage affiniteit voor de
twee andere opioid receptoren aanwezig in het lichaam: de 8- en de k-opioid receptoren
(DOR en KOR) (Kosterlitz & Leslie, 1978; Lord et al, 1977; Martin et al, 1976).

Onderzoek op deze receptoren gebeurt meestal door gebruik te maken van een synthetisch
opioid peptide [D-Ala2, N-MePhed, Gly-ol]-enkephalin of kortweg, DAMGO. Het werd
gesynthesiseerd als een biologische stabiele analoog van twee opioid receptor agonisten
met een preferentie voor DOR: leu- en met-enkefaline (Handa et al, 1981). DAMGO wordt
echter ook beschouwd als een volwaardige MOR-agonist (McPherson et al, 2010). Enkel
MOR (niet DOR of KOR) speelt een rol in analgesia en tolerantie geinduceerd door morfine
(Matthes et al, 1996). Verder onderzoek verwijst echter eerder op een coOperatiefeffect,
eerder dan directe interactie, tussen DOR en MOR expresserende neuronen (Matthes et al,
1998). Fysische interactie tussen deze receptoren werd echter ook aangetoond en deze
dimeren zouden farmaceutische eigenschappen vertonen die verschillen van de
overeenstemmende monomeren (Fan et al, 2005).

3.2. p-opioid receptor (MOR)

Het is al lang geweten dat patiénten een heel variabele respons kunnen hebben op drugs
die op MOR binden (Payne, 1992). Dit werd voor het eerst geobserveerd na farmacologisch
onderzoek die meer dan één klasse MOR suggereerde. Deze observaties zijn nu bevestigd na
het ontdekken van verschillende MOR-varianten. MOR werd voor het eerst gekloneerd in
1993 (Chen et al, 1993; Eppler et al, 1993; Thompson et al, 1993; Wang et al, 1993), waarna
snel verschillende MOR-1 splice varianten geidentificeerd werden. Dit toonde het begin van
de complexiteit van het MOR-gen aan (Bare et al, 1994; Zimprich et al, 1995). MOR-1
alternatieve splicing werd in verschillende species aangetoond. Meerdere splicevarianten
werden geobserveerd in knaagdieren (Kvam et al, 2004; Narita et al, 2003; Pan et al, 1999;
Pan et al, 2000; Pasternak et al, 2004) en de mens (Pan et al, 2005; Pan et al, 2003) (Figuur
5). MOR-splicevarianten kunnen in twee categorieén ingedeeld worden gebaseerd op hun
promotorsequentie. Het gen coderend voor MOR-1 is complex met twee verschillende
promotoren. De hoofdpromotor is geassocieerd met exon 1 (Liang et al, 1995; Mayer et al,
1996) en produceert volledige receptoren bestaande uit zeven transmembranaire
domeinen. Structureel verschillen deze receptoren enkel ter hoogte van hun C-terminale
staart. De splicing heeft weinig effect op de ligand-bindingscapaciteit van deze receptoren
maar kleine structurele verschillen hebben wel een inpakt op het activatiepotentiaal van
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opiaten op de verschillende splicevarianten. De tweede promotor associeert met exon 11
(Pan et al, 2001; Xu et al, 2009). Deze receptoren hebben een unieke structuur met slechts
zes transmembranaire domeinen. Ook deze receptoren zijn farmacologisch van groot
belang. MOR komen voornamelijk tot expressie in het striatum maar ook in de neocortex,
de thalamus, de hypocampus en de amygdala (Besse et al, 1990).

A Human OPRM1 gene structure

iR A 3 5
Exon > b AB 13 2 IBXY w4 18 0
7=hN . N=
VAT F N -
E"P'WD’"I—.E Elﬁumo(zrlg e S 2= l I
Intron (kb) 28 a 3308 21 13 7 Lyl n

B Alternatively spliced variants
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hMOR-1S
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hMOR-1G1 E\’///u\//.
hMOR-1G2 .\v//ll\,/.
hMOR-1H ﬁ\’/l\’/_]
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hMOR-1l ﬁ\//u\’,/_u\//]
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Figuur 5. Schematische weergave van het humaan MOR gen (OPRM1) met splice varianten. (A) Genstructuur
van het humaan OPRM1 gen. Exons en introns worden respectievelijk weergegeven door rechthoeken en
horizontale lijnen. Intron lengte wordt weergegeven onder de intronen in kilobasen (kb). Promotoren worden
aangetoond door pijlen. (B) Alternatieve splicevarianten van het humaan OPRM1 gen. Exon samenstelling van
elk alternatief splice variant wordt weergegeven door gepaste exon-rechthoek. Lijnen tussen deze exonen
stellen intronen voor die tijdens splicing uit het openleesraam gespliced worden. Translatie start en
stopsequenties worden weergegeven door kleine balken respectievelijk onder en boven de desbetreffende
exons. Figuur overgenomen uit (Pasternak & Pan, 2011).

Veel pijnstillers werken door het moduleren van de u-opioid receptor respons. Activatie van
opioid receptoren door morfine leidt tot inhibitie van adenylylcyclase activiteit, MAPK
fosforylatie, activatie van kalium-stroom en inhibitie van calciumkanalen. Na activatie zal de
opioid receptor desensitiseren en internaliseren (Narita et al, 2006) (zie INLEIDING 1.6). Dit
kan leiden tot receptorafbraak. Deze neerregulatie kan ook door andere factoren geregeld
worden, zoals stimulatie van andere GPCR’s en activatie van PKA.
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4. Oligomerisatie van GPCR’s

4.1.Inleiding

Recente studies hebben aangetoond dat GPCR’s niet enkel als monomeren functioneren
maar dat oligomerisatie, met andere GPCR’s, vereist is om hun functie uit te voeren (Angers
et al, 2002; Devi, 2001; Fotiadis et al, 2003; Milligan, 2007; Milligan, 2009b). Hoewel hun
bestaan algemeen aanvaard wordt is het belang van deze interactie nog onbekend voor de
meeste van deze oligomeren. Conformationele veranderingen binnen een dimeer, in de
aan- of afwezigheid van liganden, kunnen horizontaal doorgegeven worden via het
receptor-receptor raakvlak. Dit allosterisch mechanisme verandert vele aspecten van GPCR-
signalisatie waaronder ligandbindingscapaciteit, receptorinternalisatie en intracellulaire
signaaltransductie. Dit toont het belang aan van het samen bestuderen van deze
receptoren. De ontdekking dat GPCR’s kunnen oligomeriseren geeft een heel nieuwe
targetgroep voor drugsontwikkeling. Drie aspecten van GPCR functie tonen deze
mogelijkheid aan. Ten eerste kunnen oligomeer-specifieke-liganden ontwikkeld worden. Ten
tweede kunnen GPCR heterodimeren specifiek verschillende signaalwegen in gang zetten
dan homodimeren. Ten derde is de expressie van GPCR’s in verschillende cellen heel
variabel waardoor heterodimeren een mogelijkheid bieden tot het verbeteren van
weefselspecificiteit voor weefsel- of zelfs celspecifieke therapieén. Dit zou dus kunnen
leiden tot het ontstaan van bivalente drugs waarbij twee verschillende receptorspecifieke
liganden gescheiden worden door een linker sequentie van variabele lengte (Milligan,
2009a).

4.2. Interactie tussen GPCR’s

Voor de meeste GPCR’s is er evidentie gevonden dat dimerisatie voornamelijk plaatsvindt
ter hoogte van transmembranaire domeinen (Vohra et al, 2007). Anderzijds werd er ook
aangetoond dat er elektrostatische interacties plaatsvinden tussen sterk geconserveerde
arginine-rijke gebieden in de IC3-lus voor verschillende dopaminereceporen. Dit basismotief
zou dan interageren met een gefosforyleerd domein in een adenosinereceptor (Ciruela et al,
2004). Het arginine-fosfaat interactiemotief, dat gereguleerd wordt door (de)fosforylatie,
zou een algemeen mechanisme kunnen zijn in receptor-receptor dimerisatie (Woods &
Ferre, 2005). Cross-linking experimenten tonen aan dat, de structureel aan D4R verwante
D2R bij ligandbinding een conformationele verandering in TM-IV (Figuur 1) ondergaat (Guo
et al, 2005).

4.3.Functie
4.3.1. Opvouwing

Het ontstaan van oligomeren vormt een belangrijke stap in het ER-kwaliteitscontrole
waarbij slecht opgevouwen receptoren het ER niet kunnen verlaten en later afgebroken
worden via het proteasoom. Een belangrijke stap in ER-receptorbiogenese is de vorming van
oligomeren omdat dit de retentiesequenties of hydrofobe domeinen kan maskeren die er
anders voor zorgen dat de receptoren in het ER blijven. Verschillende studies tonen aan dat
er GPCR-dimerisatie plaatsvindt in het ER, zoals voor de GABA-B1R en GABA-B2R® waarbij
oligomerisatie noodzakelijk is voor de vorming van functionele receptoren (Galvez et al,
2001). Dit werd bijvoorbeeld ook aangetoond voor de dopamine D3R-dimeren waarbij

® GABA-R= y-aminoboterzuur receptor
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splice-varianten, die niet in staat waren om te dimeriseren, niet teruggevonden werden op
de plasmamembraan (Karpa et al, 2000). Al deze data versterken de hypothese dat
dimerisatie, in vroege stadia van de receptorontwikkeling, de biogenese en opvouwing van
receptoren beinvlioedt. Extra bewijs voor deze theorie werd geleverd door Van
Craenenbroeck et al., in 2011 bij het uitvoeren van drie onafhankelijke experimenten (Van
Craenenbroeck et al, 2011). Immunofluorescentie, BRET (bioluminescentie resonantie
energie transfer) en coimmunoprecipitatie data toonden aan dat heterodimerisatie van
receptoren een chaperon-effect zou kunnen hebben op receptoropvouwing.

4.3.2. Signalisatie

GPCR-dimeren vertonen een verschillende signaaltransductie dan indien beide receptoren
apart voorkomen aan de plasmamembraan. Obligatoire dimerisatie voor signaaltransductie
werd nog maar aangetoond voor een paar receptoren, zoals de smaakreceptoren (Nelson et
al, 2001). Het is geweten dat dimerisatie van GPCR een verandering in
signaaltransductiekenmerken teweegbrengt bij co-expressie van de receptoren.
Voorbeelden hiervan zijn de dimerisatie van DOR en MOR (Gomes et al, 2000) of chemokine
receptoren CCR5-CCR2 (Mellado et al, 2001). Hererodimerisatie zou ook de G-eiwit
selectiviteit van receptoren beinvloeden zoals aangetoond voor MOR-DOR dimeren. Co-
expressie van deze receptoren zorgt voor een verlies in de capaciteit om te interageren met
het Gi-eiwit (George et al, 2002). Agonist-gestimuleerde internalisatie van receptoren
gebeurt voor sommige GPCR enkel in de aanwezigheid van dimeren zoals werd aangetoond
voor de D1R-D2R dimerisatie (So et al, 2005). Cross-antagonisme tussen heterodimere
receptoren werd ook aangetoond door indirecte technieken zoals het analyseren van
MAPK-fosforylatie na stimulatie of inhibitie van receptoren (Carriba et al, 2007; Ferrada et
al, 2009; Moreno et al, 2011; Navarro et al, 2010). Alhoewel deze technieken werden
gebruikt voor het valideren van de aanwezigheid van dimeren op de plasmamembraan zou
het ook kunnen dat deze variatie in fosforylatie een gevolg is van een interactie die verder in
de signaaltransductieweg plaatsvindt.

4.4.DAR-MOR dimerisatie

De D4R hetero- en homodimeriseert met zichzelf, zowel op de plasmamembraan als in het
ER wat zou kunnen wijzen op de rol van dimerisatie in receptor biogenese en maturatie
(Van Craenenbroeck et al, 2011).

MOR kan zowel homodimeriseren, als heterodimeriseren met DOR (Gomes et al, 2000).
Hiernaast werd ook aangetoond dat MOR kunnen dimeriseren met niet-opioid receptoren
zoals CB1-R, ORL1, NK1 of de chemokine 5 receptor (Rios et al, 2001). De rol van dimerisatie
in maturatie en receptorlokalisatie werd ook gesuggereerd voor verschillende GPCR’s
waaronder de MOR (Rozenfeld & Devi, 2007).

In het striatum werd aangetoond dat de D2-type receptor-MOR interactie
transcriptiefactoren kan moduleren (Gago et al, 2011) . Er werd aangetoond dat D4R
agoniststimulatie in striosomen zorgt voor een daling in MOR-detectie (Gago et al, 2007).
Het bewijs voor de specificiteit van dit experiment werd geleverd voor D4R-antagonist
binding waarna een inhibitie in MOR-neerregulatie werd waargenomen. Daarentegen
hadden inductie en inhibitie met D2/D3 agonisten en antagonisten geen effecten op MOR-
immunoreactiviteit. Een daling in MOR-immunoreactiviteit in striosomen zou kunnen wijzen
op het feit dat D4R activatie, MOR-expressie inhibeert of MOR-degradatie promoot.
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Onderzoek in striatum-coupes toonde interactie aan tussen D4R en MOR in striatale
eilanden waar beide receptoren voorkomen (Rivera et al, 2002).

Preliminaire studies, uitgevoerd door Jolien Duchou (in samenwerking met het labo van
professor Lefebre aan de UGent), toonde aan dat MOR-inductie (met DAMGO) in de
hippocampus van de rat een negatief effect zou hebben op D4R-agonist signalisatie. Het
experiment bestond erin om de acetylcholine concentraties na te gaan in de hippocampus
van de rat na inductie van D2-type receptoren of MOR. Dit experiment werd nog maar
tweemaal herhaald en zal in de toekomst nog herhaald worden’. De directe interactie
tussen D4R en MOR werd bevestigd met ColP en BRET studies uitgevoerd in LEGEST en het
Karolinska institute in Zweden.

’ Dit experiment heb ik zelf éénmaal meegevolgd
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1. Algemeen

Diepgaande kennis over de specifieke regulatie van neuronale activiteit via
neurotransmitters is noodzakelijk voor het ontdekken van receptoren waarop nieuwe drugs
kunnen binden. GPCR heterodimeren vormen een nieuwe, en nog niet benutte bron van
moleculen waarmee drugs kunnen interageren. Mijn onderzoek bestaat erin om zoveel
mogelijk te weten te komen over de interactie tussen de D2-type receptoren en de MOR, en
de gevolgen van deze dimerisatie. De kennis over de functionele implicaties van GPCR
dimerisatie is nog vrij beperkt. Het doel is om verschillende in vitro technieken te
combineren om zo een beter begrip te krijgen over de mogelijke ‘crosstalk’ tussen D2-type
receptoren en MOR. Hiervoor deel ik mijn onderzoek op in drie luiken.

2. Directe interactie

In reeds bestaand onderzoek werd evidentie gevonden dat MOR en D4R elkaar beinvloeden
(Gago et al, 2007). Hier werd nagegaan indien deze receptoren, en ook andere leden van de
D2-type familie, op directe wijze met elkaar heterodimeriseren in de plasmamembraan en
welke specifieke domeinen hierbij betrokken zijn. Receptor-receptor interacties kunnen
bestaan uit covalente en niet-covalente interacties tussen extracellulaire domeinen,
intracellulaire domeinen (Borroto-Escuela et al, 2011) en transmembranaire domeinen
(Vohra et al, 2007). Dit werd onderzocht via (membraan)coimmunoprecipitatie,
immunofluorescentie en BRET methodes uitgevoerd in HEK293 cellen waarin de receptoren
tot overexpressie gebracht werden. Door verschillende domeinen te muteren in de receptor
werd nagegaan welke domeinen hierbij betrokken zijn. We beperkten ons hierbij tot het
bestuderen van verschillende D4R-varianten (D4.0R, D4.2R, D4.AAR) en de twee meest
voorkomende D2R-splicevarianten (D2L en D2S). D4.0R en D4.AAR zijn twee synthetische D4
deletiemutanten die niet voorkomen in de natuur. In D4.0R zijn alle VNTR gedeleteerd en
D4.AAR is een D4.2R mutant de arginine rijke-domeinen die de polymorfe regio in de IC3-lus
flankeren gedeleteerd. Nog een andere methode om de receptorinteractiedomeinen in
kaart te brengen is een GST®-‘pull-down’ assay. Hierbij werden specifieke domeinen van de
D4R (C-terminaal en IC3 lus) gefuseerd aan een GST-epitoop. Zo werd via een techniek
vergelijkbaar aan de immunoprecipitatie nagegaan welke van deze domeinen met de MOR
zou kunnen interageren.

3. Functie

Over de functie en de gevolgen van de receptor-receptor interactie kan er enkel nog
gespeculeerd worden. Hiervoor werd nagegaan indien de dimerisatie van D4.2R en MOR
gevolgen heeft op fosforylatie van ERK1/2 MAPK. Dit werd nagegaan door HEK293S cellen,
waarin de receptoren tot overexpressie gebracht werden, te induceren met verschillende
receptor specifieke (ant)agonisten en na te gaan welke de gevolgen waren op ERK1/2
fosforylatie. Twee experimentele opstellingen werden hiervoor gebruikt.

Ten eerste werden de cellen onderworpen aan verschillende concentraties en combinaties
van de receptor specifieke agonisten®. Ten tweede werd een desensitisatieassay uitgevoerd
waarbij een lange inductieperiode met een receptorspecifieke agonisten'® gevolgd werd

® GST= Glutathion S-transferase, fusiepeptide met hoge affiniteit voor het glutathion tripeptide.
° Dopamine en DAMGO: respectievelijk D4R en MOR specifieke agonisten.
10 Dopamine, quinpirole en DAMGO.
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door een drieminuut durende inductie waarna er nagegaan werd indien de
receptorsignalisatie geinhibeerd werd door receptordesensitisatie ten gevolge van
langdurige receptorstimulatie.

4. Indirecte interactie

Verminderde expressie van MOR aan de plasmamembraan, na D2-type receptor stimulatie,
kan op twee manieren gebeuren: door internalisatie van de plasmamembraan met de
daarop gebonden receptoren (direct) of door intracellulaire signalisatie die uiteindelijk de
transcriptie van MOR beinvloedt (indirect). Internalisatie wordt onderzocht in het tweede
luik van het onderzoek (DOELSTELLING 3.). Transcriptieregulatie is een indirect mechanisme en
kan nagegaan worden via Q-PCR analyse van cDNA uit SH-SY5Y cellen. Deze cellen brengen
zowel D4R als MOR endogeen tot expressie waardoor geen overexpressie van de receptoren
vereist is.

5. Conclusie

De resultaten van dit onderzoek zullen helpen bij het identificeren van D2-type receptor en
MOR heterodimeren, het bepalen van de specifieke domein waarmee ze interageren en de
rol van de complexe receptor-receptor interactie in het moduleren van D2-type receptor en
MOR signalisatie.
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7. Directe interactie

7.1.De rol van de IC3-lus van D4R op de D4R-MOR dimerisatie
7.1.1. Coimmunoprecipitatiestudie

D4R-MOR interactie werd reeds aangetoond (Gago et al, 2007), en de dimerisatie van beide
receptoren werd bevestigd in LEGEST. Om na te gaan welke domeinen specifiek betrokken
zijn bij deze dimerisatie werden verschillende HA-D4R-varianten (D4.0R, D4.2R, D4.AAR)
samen met MOR-YFP transiént getransfecteerd, en tot overexpressie (pCMV'!) gebracht in
HEK293T cellen. Als controle werden ook HEK293T cellen getranfecteerd met pcDNA3. D4.0R
en D4.AAR zijn twee mutanten van D4R die niet voorkomen in de natuur. D4.0R is een
deletiemutant waarbij alle VNTR’s in de IC3-lus gedeleteerd zijn en D4.AAR komt overeen
met D4.2R waarin de gebieden die de VNTR’s flankeren gedeleteerd zijn'2. Dit gebied bevat
een aantal positief geladen arginine residuen. D4.2R werd meegenomen in het experiment
als positieve controle.

De getransfecteerde cellen werden 48 uur na transfectie gecollecteerd en bewaard bij -70°C.
Cellen werden gelyseerd in RIPA buffer waarna de concentratie van alle stalen werd
gemeten met een BCA-assay. De stalen konden nu naar gelijke concentraties verdund
worden zodat vergelijkbare hoeveelheden celmateriaal op gel geladen kon worden. Hierdoor
zou de intensiteit van de banden een beeld kunnen geven van de sterkte van de interactie
tussen beide receptoren. Voordat de cellysaten op gel werden geladen, werd een
immunoprecipitatie (IP) van de HA-fusie-eiwitten uitgevoerd met een muis anti-HA
antilichaam en antilichaam-bindende beads. Nadat de cellysaten gescheiden werden op gel
en overgeblot op een nitrocellulosemembraan kon MOR-YFP gedetecteerd worden met anti-
GFP-HRP™ antilichaam (voor de ColP stalen) en anti-GFP muis gevolgd door anti-muis-HRP
die enkel de lichte keten van het antilichaam herkent (voor het lysaat).

Verschillende banden kunnen waargenomen worden in Figuur 6A. Gewoonlijk vertoont MOR
één brede band rond de 60-65kDa op Western blot na scheiding via SDS-PAGE gel. In het
lysaat (Figuur 6C) lopen deze banden op een hogere positie (90-100kDa) omdat MOR
gefuseerd is aan YFP dat een moleculair gewicht van 27kDa vertoont op gel. Er is ook een
smeer bovenaan in de lanen die afkomstig is van aggregatie van de receptoren onderling.
Deze band kan echter niet teruggevonden worden na IP (Figuur 6A), hier wordt er een
bandenpatroon waargenomen dat specifiek is voor YFP-gefuseerd MOR. Het YFP-fusie-eiwit
is C-terminaal (intracellulair) gekoppeld aan de receptor. Dit in tegenstelling tot de meest
andere fusiepeptiden die hier, en in de literatuur, gebruikt worden voor IP-experimenten.
Deze zijn meestal N-terminaal gekoppeld en significant kleiner, eg. FLAG- en HA-
fusiepeptiden (1kDa). Dit fusie-construct zou verschillend kunnen interageren met de IP-
beads waardoor een verschuiving in het bandenpatroon geobserveerd wordt. Dit zou dus
(deels) kunnen verklaren waarom er een verschil in bandenpatroon wordt geobserveerd.
Detectie van MOR-YFP door immunoblotting (IB) na immunoprecipitatie (IP) van HA-
gefuseerde D4R-mutanten uit heterologe cellysaten toont aan dat alle drie de D4R-varianten

11 . . N L
pCMV: ‘Immediate-early Cytomegalovirus’ promotor voor sterke expressie in een breed spectrum van

zoogdiercellen
'? De gedeleteerde sequenties van D4.AAR = [233-253] en [283-307]
13 . .

HRP = Horseradish peroxidase
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interageren met MOR-YFP (Figuur 6A). De afwezigheid van de VNTR in de D4.0R-mutant
heeft geen invloed op het dimerisatiepotentiaal tussen beide receptoren (Figuur 6A, laan 6).
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Figuur 6. Coimmunoprecipitatie van D4R-varianten met MOR als gevolg van dimerisatie. De dimerisatie van
verschillende D4R-mutanten in de IC3 lus (D4.0R en D4.AAR) met MOR-YFP. Coimmunoprecipitatiestudie, van
HA-D4.0R, HA-D4.2R en HA-D4.AAR met MOR-YFP, werd uitgevoerd in HEK293T cellen. HA-D4.2 werd
meegenomen als positieve controle. (A)+(B) Immunoprecipitatie (IP) werd uitgevoerd met muis anti-HA
(16B12) serum (2ug). (A) De receptoren werden gevisualiseerd na immunoblotting (IB) met geit anti-GFP-HRP
(verdunning: 1/1000). (B) Controle om na te gaan indien de immunoprecipitatie gelukt is. De D4R-mutanten
werden gedetecteerd met het rat anti-HA antilichaam (verdunning: 1/2000) en het secundair anti-rat rood
(verdunning: 1/10000) antilichaam. (C)+(D) Herladen van controle stalen waarbij geen IP werd uitgevoerd om
na te gaan indien de cellen de receptoren tot expressie brengen (C) IB met muis anti-GFP (verdunning: 1/5000)
en secundair geit anti-muis-HRP antilichaam die enkel de lichte keten van het antilichaam herkent. (D) IB met
muis anti-HA (verdunning: 1/5000) en het secundair anti-muis groen (verdunning: 1/15000). De pijlen verwijzijn
naar de detectie van de antilichamen die gebruikt werden voor de immunoprecipitatie van de receptoren. De
ladders weergegeven in figuren B en D representeren het moleculair gewicht van de eiwitten in kDa. De figuren
waarbij geen moleculaire ladder voorgesteld wordt, werden bekomen met het KODAK-toestel waarbij enkel
visualisatie van HRP kan plaatsvinden. . ladders zijn dus onleesbaar op deze membranen. MOR = u-opioid
receptor; D4.0R = Dopamine receptor D4 waarbij het polymorfysme gedeleteerd werd; D4.AAR = Dopamine
receptor D4 waarbij de regio’s die het polymorfisme flankeren gedeleteerd werden; IB = immunoblotting; IP =
immunoprecipitatie;, HRP = Horseradish peroxidase. Deze assay werd herhaald in drie onafhankelijke
experimenten, door Jolien Duchou en Gabrielle Van der Eecken.

Ook de afwezigheid van regio’s die het polymorfisme flankeren in de D4.AAR-mutant
verstoren deze dimerisatie niet, in tegendeel zelfs. Dit experiment werd meermaals
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herhaald™ en elke keer kan er een versterking in bandintensiteit geobserveerd worden bij
de interactie tussen D4.AAR en MOR (Figuur 6A, laatste laan). Deze versterking in
bandintensiteit is zeker niet te wijten aan het feit dat deze receptormutant sterker tot
expressie komt omdat de bandintensiteit die kan waargenomen worden in het lysaat niet
hoger is dan voor de andere receptor-varianten (Figuur 6C). Deze observatie zou kunnen
wijzen op het feit dat D4.AAR en MOR sterker interageren in vergelijking met de andere
onderzochte D4R-varianten.

Figuur 6C en D tonen aan dat de transfectie van de cellen gelukt is en dat de receptoren tot
expressie komen in deze cellen. Het bandenpatroon dat geobserveerd wordt bij de detectie
van HA-D4R-mutanten (Figuur 6B en D) werd reeds beschreven (Rondou et al, 2008; Van
Craenenbroeck, 2005). Kort: banden voorkomend tussen 38-56kDa stellen monomere
receptoren voor, waarvan de lagere banden de immature, ER-weerhouden receptoren met
kortere N-glycosylatieketens voorstellen en de hoogste de mature, volledig geglycosyleerde
receptoren. Hogere specifieke, banden stellen aggregaten van deze receptoren voor. Dit
kunnen zowel hetero- (lanen 6-8) als homodimeren (lanen 3-8) zijn. Ook hier worden
immature ER-gelokaliseerde receptoren beter geimmunoprecipiteerd dan de volledig
mature vorm. In sommige opstellingen kunnen er extra banden (aangeduid met pijl)
geobserveerd worden ter hoogte van 25, 50, 75 of 100kDa. Deze banden zijn afkomstig van
de lichte (25kDa) en zware (50kDa) ketens, of niet volledig gedenatureerde vormen daarvan,
van het antilichaam waarmee de immunoprecipitatie werd uitgevoerd. Indien er
antilichamen gebruikt worden afkomstig uit hetzelfde species voor de IB en IP zal het
secundair antilichaam gebruikt voor IB ook de ketens van het antilichaam herkennen
waarmee er geprecipiteerd werd. Dit kan opgelost worden door gebruik te maken van
antilichamen afkomstig uit twee verschillende species (die niet steeds beschikbaar zijn op
het labo) of door een HRP-gekoppeld primair antilichaam te gebruiken voor
immunodetectie. Bij het uitvoeren van dit experiment werden de controlestalen pas apart
genomen na incubatie met het IP-antilichaam waardoor ook in deze stalen aspecifieke
antilichaambanden teruggevonden worden (zie Figuur 6C lanen 1, 3-5; ook waarneembaar in
Figuur 6D).

Er kan dus gesteld worden dat het deleteren van alle herhalingssequenties of hun
flankerende sequenties in de IC3-lus geen invloed hebben op de D4R-MOR dimerisatie. Er
wordt zelfs waargenomen dat D4.AAR sterker met MOR interageert dan receptoren met
positief geladen residuen in de VNTR-flankerende sequenties. De interactie tussen deze D4R-
varianten en MOR kan bevestigd worden via andere technieken zoals BRET en ‘GST ‘pull-
down’ assays. Verder onderzoek met andere receptor-mutanten is noodzakelijk om de
domeinen, die interageren bij dimerisatie, te bepalen.

7.1.2. GST ‘pull-down’ assay

Voorafgaande coimmunoprecipitatie-experiment tonen aan dat D4R en MOR dimeriseren en
dat zowel het polymorfisme als hun flankerende domeinen niet betrokken zijn bij deze
dimerisatie. Om te achterhalen welke receptordomeinen wel betrokken zijn bij deze
dimerisatie werd een GST ‘pull-down’ assay uitgevoerd. Het principe van deze assay berust
op het feit dat het GST-fusiepeptide bindt aan het glutathion-tripeptide. Via een experiment,
vergelijkbaar aan een immunoprecipitatie, worden zo de GST-fusie-eiwitten samen met de
eiwitten die hiermee interageren opgezuiverd uit het cellysaat. Voor deze assay de

14 Zowel door Jolien Duchou en Gabrielle Van der Eecken.
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openleesramen coderend voor het C-terminaal domein en de IC3-lus van de D4R gefuseerd
aan het GST-peptide. De vectoren die deze constructen bevatten werden getransformeerd
en tot expressie gebracht in een E.coli stam. Van deze getransformeerde stammen werden
kolonies opgegroeid en de receptordomeinen gefuseerd aan GST werden hieruit
opgezuiverd”™. Voor de GST ‘pull-down’ assay werden HEK293T cellen transiént
getransfecteerd met pHA-MOR, of de lege expressievector pcDNA3 als controle.
Achtenveertig uur na transfectie werden deze cellen gecollecteerd en bewaard bij -70°C. De
celpellets werden geresuspendeerd en gelyseerd in celextractiebuffer. Zoals voor een IP-
assay werd ook hier een deel van de celsuspenties apart gehouden ter controle van de
transfectie. Voor de ‘pull-down’ assay werden de verschillende GST-fusieconstructen aan het
cellysaat toegevoegd. Hierna werden er glutathion-sepharose beads toegevoegd die binden
met het GST-fusiepeptide. De GST-peptiden werden vervolgens samen met hun
interagerende proteinen opgezuiverd en gescheiden via SDS-PAGE gelelectroforese. Detectie
gebeurde via een Western blot assay en immunoblotting (IB) gebeurde met een primair rat
anti-HA antilichamen gevolgd door het secundair anti-rat antilichamen gekoppeld aan een
fluorofoor voor visualisatie onder de Odyssey.

Figuur 7A toont aan dat HA-MOR niet meer aanwezig was in het opgezuiverd cellysaat. Er
worden geen banden waargenomen op de membraan. Hieruit volgt dat HA-MOR, in dit
experiment, niet bindt aan de GST-fusieconstructen. In de drie laatste lanen wordt een vage
smeer geobserveerd maar omdat deze ook waarneembaar is in de laan waar enkel GST
zonder fusiepeptide (negatieve controle) waargenomen wordt kan interactie met HA-MOR
uitgesloten worden. Uit Figuur 7B kan afgeleid worden dat HA-MOR tot expressie komt in de
HEK293T cellen. Hier worden banden geobserveerd die lopen op een hoogte van ongeveer
60-65kDa. Dit is kenmerkend voor MOR op Western blot na scheiding op een SDS-PAGE gel.
Deze assay werd voor het eerst en slechts éénmaal uitgevoerd en is nog niet
geoptimaliseerd in het labo waarin deze werd uitgevoerd. Om er zeker van te zijn dat MOR
niet interageert met deze receptordomeinen zou er een positieve controle in het experiment
geincorporeerd moeten worden. Hiervoor zou men gebruik kunnen maken van HEK293T
cellen waarin KLHL12 getransfecteerd is. Dit is een eiwit dat interageert met het
polymorfisme gelegen ter hoogte van de derde intracellulaire lus van de D4R (Rondou et al,
2008). Verder zou ook de aanwezigheid van de GST-fusieconstructen nagegaan kunnen
worden door immunoblotting uit te voeren met antilichamen die de GST-fusiepeptide
herkennen. Door gebrek aan materiaal kon dit hier niet uitgevoerd worden.

> De constructie en opzuivering van de GST-fusiepeptiden werd uitgevoerd door Jolien Duchou.
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Duchou en Gabrielle Van der Eecken.

Figuur 7. Onderzoek naar de rol van de C-
terminus en de IC3-lus van D4R in het D4R-
MOR dimeer via een GST ‘pull-down’ assay.
‘Pull-down’ studie, van twee GST-gefuseerde
D4R-domeinen, C-terminaal domein en IC3-
lus, met HA-MOR, werd uitgevoerd in HEK293T
cellen. GST werd meegenomen als negatieve
controle. Ook werd dit experiment getest in
cellen die enkel met pcDNA3 getransfecteerd
werden. (A) GST ‘pull-down assay werd
uitgevoerd met glutathion sepharose beads.
HA-MOR werd gevisualiseerd na
immunoblotting (IB) met rat anti-HA
antilichamen (verdunning: 1/2000) en het
secundair anti-rat rood antilichaam
(verdunning: 1/10000). (B) Controle om na te
gaan indien de HEK293T cellen HA-MOR tot
expressie brengen. Aan deze stalen werden
geen glutathion sepharose beads toegevoegd.
Detectie van HA-MOR gebeurde met het rat
anti-HA antilichaam (verdunning: 1/2000) en
het secundair anti-rat rood (verdunning:
1/10000) antilichaam. De ladder weergegeven
in figuren B en D representeren het moleculair
gewicht van de eiwitten in kDa. MOR = u-
opioid receptor; GST = glutathion S-
transferase; C-GST = C-terminus van D4R
gefuseerd aan GST; IC3-GST = derde
intracellulaire lus van D4R gefuseerd aan GST,;
IB = immunoblotting; IP = immunoprecipitatie.
Deze assay werd uitgevoerd door Jolien

Uit dit experiment blijkt dat HA-MOR niet interageert met het C-terminaal domein of de IC3-
lus van D4R. Het is echter niet duidelijk of dit te wijten is aan een probleem in het
experiment of dit komt omdat er werkelijk geen interactie plaatsvindt. Een betere
experimentele opstelling zal hier een verduidelijking bieden.
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7.2.Productie van Rluc-vectoren voor BRET-assay

Tegenwoordig is het niet meer voldoende om enkel een coimmunoprecipitatie assay uit te
voeren om een GPCR-dimerisatie te bevestigen. Hiervoor zullen bovenstaande data
bevestigd worden aan de hand van een BRET'®-assay. Eerst werden de gepaste vectoren
gemaakt. Voor het uitvoeren van een BRET-assay zijn er twee fusie-eiwitten nodig. Eén eiwit
dat gefuseerd is aan het YFP-eiwit en een ander aan het Renilla luciferase (Rluc). Het MOR-
YFP construct is reeds beschikbaar en moet dus niet meer gemaakt worden. D4.0R en
D4.AAR moeten N-terminaal gefuseerd worden aan het Rluc. Er werd gestart met pcDNA3
vectoren waarin beide receptoren gekloneerd waren. Via een polymerase ketting reactie
(PCR) waarbij primersequenties gebruikt werden die een EcoRI- en een Xhol-
herkenningssequentie bevatten werden de coderingssequentie van beide receptoren uit
deze vector geamplificeerd. Een deel van deze PCR-producten werden op agarose gel
geladen om na te gaan indien fragmenten met een correcte lengte geamplificeerd werden.
Als negatieve controle werden bidi en pcDNA3 (lege vector) meegenomen in het
experiment. Als positieve controle werd D4.2R meegenomen, dit zodat het verschil in lengte,
door het polymorfisme in de IC3-lus, waargenomen kan worden op gel. Na de scheiding van
de DNA-fragmenten op agarose gel, konden de DNA-fragmenten gevisualiseerd worden door
de gel in een ethidiumbromide-bad te dompelen waarna de fragmenten oplichtten onder
UV-licht. Figuur 8 toont aan dat zowel D4.0R als D4.AAR correct geamplificeerd werden en
fragmenten van ongeveer 1000bp vormen. Het DNA-fragment dat codeert voor D4.2R is iets
hoger gelegen op gel omdat deze receptor twee extra herhalingssequenties bevat in de 1C3-
lus. De negatieve controles vertonen beide aspecifieke banden. Dit is waarschijnlelijk het
gevolg van een aspecifieke DNA-amplificatie van het gecontamineerd Bidi dat gebruikt werd.

Bidi pcDNA3 DA4.OR D4.2R DA4.AAR Figuur 8. PCR van D4R-varianten op
S — agarose gel. Amplificatie van D4.0R en
D4.AAR openleesraam. Primers
gebruikt voor deze reactie bevatten
een Xhol en EcoRI
herkenningssequentie (onderlijnd):
sense primer (5°'GTGCvTCGAGCACCAT
GGGTAACCGAAGCACAG-3 ) en
antisense primer zonder stop codon (5
‘GCGVvAATTCGCAGCAAGCACGTAGAGCT
TACG-3 ’). Als negatieve controle
werden bidi en pcDNA3 (lege vector)
meegenomen in het experiment. Als
positieve  controle  werd D4.2R
meegenomen, dit zodat het verschil in
lengte, door het polymorfisme in de
IC3-lus, waargenomen kan worden op
gel. De ladder representeert een
restrictiedigest van het DNA van faag A
met het Pstl restrictie-enzyme. D4.0R =
Dopamine receptor D4 waarbij het
polymorfysme gedeleteerd werd; D4.2R = Dopamine receptor D4 waarbij het polymorfisme in de derde
intracellulaire lus uit twee repeats bestaat; D4.AAR = Dopamine receptor D4 waarbij de regio’s die het
polymorfisme flankeren gedeleteerd werden; Bp = aantal baseparen; pcDNA3 = lege vector.

(Bp)

11501

5007

2838

1700
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805

16 . . . . .
BRET = Bioluminescentie resonantie engergie transfer
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Figuur 9. Restrictiedigest van D4R-varianten in de TOPO-vector en pRluc op agarose gel. Restrictiedigest van
D4R-sequenties gebeurde met EcoRl en Xhol enzymes, deze van pRluc met Nhel en Xhol. De eerste vier lanen
representeren de restrictiedigesten van de D4.0R-sequentie in de pCR-Blunt II-TOPO (van die vier E.coli
kolonies die opgepikt werden). De vijfde laan representeert de D4.AAR-sequentie in de pCR-Blunt II-TOPO (één
E.coli kolonie opgepikt). In de laatste laan wordt restrictiedigest van de pRluc-N1 vector voorgesteld waarin
het cMyc-D4.2R insertie zat. De ladders representeren een restrictiedigest van het DNA van faag A met het Pts/
restrictie-enzyme. D4.0R = Dopamine receptor D4 waarbij het polymorfysme gedeleteerd werd; D4.AAR =
Dopamine receptor D4 waarbij de regio’s die het polymorfisme flankeren gedeleteerd werden; Bp = aantal
baseparen. De twee bovenste pijlen wijzen naar de vectorfragenten en de twee onderste pijlen naar de inserts
die uit de vectoren via het restrictiedigest geknipt werden.

Eens bevestigd was dat de correcte fragmenten geamplificeerd waren konden deze in een
pCR-Blunt II-TOPO vector geligeerd worden. Er werd gebruik gemaakt van een pCR-Blunt II-
TOPO omdat de PCR uitgevoerd werd met een Pfu polymerase enzyme waarbij de
gegenereerde fragmenten geen overhangende nucleotiden bevatten. De geproduceerde
pCR-Blunt II-TOPO-vectoren, die de D4-receptoren bevatten, werden getransformeerd in
E.coli-stammen en opgegroeid op selectieve kanamycine platen. De pCR-Blunt II-TOPO-
vectoren bevatten namelijk een kanamycine-selectiemerker waardoor enkel bacterién die
getransformeerd werden met deze vector overleven op deze platen. Vier kolonies, die de
D4.0R vector bevatten, en één kolonie (er was slechts één kolonie aanwezig), die de D4.AAR-
vector bevatte, werden opgepikt en uitgegroeid. Uit deze bacterieculturen werden de
vectoren opgezuiverd. Op deze vectoren werd een restrictiedigest uitgevoerd. De sequenties
coderend voor de receptoren werden uit de pCR-Blunt II-TOPO vectoren geknipt met
restrictie-enzymen met herkenningsequentie die aanwezig waren in de primerparen: EcoR/
en Xhol. De pRluc-vector waarin deze sequenties gekloneerd werden ondergingen ook een
restrictiedigest met Nhel en Xhol. De volledige digesten werden op agarose gel geladen
(Figuur 9). Hieruit blijkt dat de plasmide aanwezig in kolonie 2 geen insert bevatte (er werd
niet verdergewerkt met deze staal). Bij de ander stalen kan er telkens een groot (de vector)
en een klein (de insert) fragment gedetecteerd worden. Voor de D4.0R en D4.AAR werd
telkens verder gewerkt met de insert en voor de Rluc-vector werd verder gewerkt met het
groot vectorfragment. Deze fragmenten werden uit de gel gesneden en opgezuiverd.
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Uiteindelijk werden de DNA-fragmenten coderend voor de receptoren geligeerd in de vector
en getransformeerd in E.coli stammen. Dit bleek echter niet te lukken en er waren geen
kolonies uitgegroeid op de selectieve platen.

Na nader onderzoek van de pCR-Blunt II-TOPO wordt vermoed dat de EcoRI/ restrictiesites,
die de de insertiesequentie flankeren, een preferentiéle restrictiesequentie vormen voor het
EcoRl-enzyme waardoor het bekomen fragment langs beide kanten een EcoRI restirictie
ondergaat in plaats van een EcoRl en een Xhol restrictie. Hierdoor zou er geen ligatie kunnen
plaatsvinden.
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7.3.0nderzoek naar de dimerisatie tussen D2R-splicevarianten en MOR via
verschillende biochemische technieken

D4R en D2R maken beide deel uit van de D2-type receptoren en vertonen een vrij grote
sequentiesimilariteit. Het zou dus kunnen dat ook D2R interageert met MOR. Er bestaan
twee hoofdvarianten van de D2R; de D2LR en de D2SR. Om na te gaan indien de insertie, in
de IC3-lus, van D2LR, maar afwezig in de D2SR, een invloed heeft op het
dimerisatiepotentaal van D2R met MOR werden beide D2 receptoren onderzocht.

Figuur 10. Coimmuno-

A -+ - + HA-D2L B -+ - + HA-D2L precipitatie van D2LR
- - 4+ + MOR-YFP - - 4+ + MOR-YFP met MOR als een
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en het secundair anti-rat rood (verdunning: 1/10000) antilichaam. (C)+(D) Lysaatstalen waarbij geen IP werd
uitgevoerd om na te gaan indien de receptoren tot expressie komen in de HEK293T cellen. (C) IB met geit anti-
GFP-HRP (verdunning: 1/1000). (D) IB met rat anti-HA (verdunning: 1/2000) en het secundair anti-muis groen
(verdunning: 1/15000). De ladders weergegeven in figuren B en D representeren het moleculair gewicht van
de eiwitten in kDa. De figuren waarbij geen moleculaire ladder voorgesteld wordt, werden bekomen met het
KODAK-toestel waarbij enkel visualisatie van HRP kan plaatsvinden. De ladders zijn dus onleesbaar op deze
membranen. MOR = p-opioid receptor; D2LR = lange splicevariant van de dopamine D2 receptor; D2SR = korte
splicevariant van de dopamine D2 receptor; IB = immunoblotting; IP = immunoprecipitatie; HRP = Horseradish
peroxoidase. Deze assay werd herhaald in drie onafhankelijke experiment, door Jolien Duchou en Gabrielle
Van der Eecken.

Om dit te onderzoeken werden HEK293T cellen transiént getransfecteerd met MOR-YFP, HA-
D2L/SR of beide. De getransfecteerde cellen, die de receptoren tot overexpressie brengen,
werden gecollecteerd en bewaard bij -70°C. De cellen werden gelyseerd in RIPA buffer en de
HA- of Flag-gefuseerde receptoren werden geprecipiteerd aan de hand van anti-HA of anti-
Flag antilichamen en beads. Zo werd nagegaan indien beide D2R’s interageren met MOR.
Figuur 10A toont aan dat HA-D2LR interageert met MOR-YFP in deze cellen en Figuur 11A
toont aan dat dit ook het geval is voor Flag-D2SR. Ook hier kan een bandenpatroon
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waargenomen worden bij detectie van MOR-YFP (zie ook Resultaten Figuur 6A). De
verschillende banden verwijzen waarschijnlijk naar de diverse maturatie- en
glycosylatietoestanden van de receptor en de aggregatie van deze onder elkaar of de
onvolledige denaturatie van het YFP-fusiepeptide. In het lysaat vertoont MOR-YFP zowel bij
HA-D2LR als bij Flag-D2SR één brede band ter hoogte van +/- 90-100kDa (Figuur 10B en
Figuur 11B). Voor meer uitleg zie bespreking bij REsULTATEN 1.1. Vergelijkbare hoeveelheden
van de receptor worden waargenomen in de verschillende experimentele opstellingen
(Figuur 10C en D en Figuur 11C + D). Detectie van HA-D2LR vertoont zowel bij de IP als in het
lysaat een smeer (Figuur 10B + D, pijlen). Dit komt waarschijnlijk door onvolledige
denaturatie van de receptoren en onderlinge aggregatie met zichzelf en andere eiwitten. Dit
kan ook waargenomen worden bij detectie van Flag-D2S (Figuur 11B + D). In Figuur 11B
worden ook de verschillende antilichaambanden waargenomen na detectie van het IP-
antilichaam door het secundair antilichaam gebruikt voor IB. De banden Figuur 11D die
voorkomen in elke laan zijn te wijten aan aspecifieke detectie of door onvoldoende
blokkeren van de nitrocellulosemembraan.

Figuur 11. Coimmuno-
precipitatie van D2SR
met MOR als een gevolg
van dimerisatie. De
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studie, van Flag-D2SR met
MOR-YFP, werd
uitgevoerd in transiént
getransfecteerde
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werd uitgevoerd met
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Lysaat stalen waarbij geen IP werd uitgevoerd om na te gaan indien de receptoren tot expressie komen. (C) IB
met geit anti-GFP-HRP (verdunning: 1/1000). (D) IB met muis anti-Flag (verdunning: 1/5000) en het secundair
anti-muis groen (verdunning: 1/15000). De ladders weergegeven in figuren B en D representeren het
moleculair gewicht van de eiwitten in kDa. De figuren waarbij geen moleculaire ladder voorgesteld wordt,
werden bekomen met het KODAK-toestel waarbij enkel visualisatie van HRP kan plaatsvinden. De ladders zijn
dus onleesbaar op deze membranen. MOR = u-opioid receptor; D2LR = lange splicevariant van de dopamine
D2 receptor; D2SR = korte splicevariant van de dopamine D2 receptor; IB = immunoblotting; IP =
immunoprecipitatie; HRP = Horseradish peroxidase. De pijlen verwijzen naar de detectie van Flag-D2SR-
aggregaten. Deze assay werd herhaald in drie onafhankelijke experimenten, door Jolien Duchou en Gabrielle
Van der Eecken.
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Om na te gaan of deze receptoren ook aanwezig zijn aan de plasmamembraan van deze
cellen werd een immunofluorescentieassay uitgevoerd. Hierbij werden de receptoren
gevisualiseerd op de plasmamembraan via fusiepeptide specifieke antilichamen en
secundaire fluorofoorantilichaam. De visualisatie gebeurde met behulp van een
fluorescentiemicroscoop. Hieruit kan geconcludeerd worden dat zowel D2LR als D2SR
voornamelijk voorkomen op de plasmamembraan van de HEK293T cellen (Figuur 14, eerste
kolom). Detectie van MOR-YFP op de plasmamembraan van HEK293T cellen werd reeds
bepaald via immunofluorescentie door Jolien Duchou (figuren niet weergegeven).

Nu bevestigd is dat zowel MOR-YFP, HA-D2LR als FLAG-D2SR, in transiént getransfecteerde
HEK293T cellen, aan de plasmamembraan tot expressie komen, werd er nagegaan indien
deze receptoren ook onderling interageren aan de membraan. Dit werd onderzocht door
een membraanimmunoprecipitatie (mIP) uit te voeren op transiént getransfecteerde cellen.

- 4+ - + MOR-YEP -+ - 4+ MOR-YEP Figuur 12. Membraan-

A B coimmunoprecipitatie
- -+ + HA-D2L - -+ + HA-D2L van D2LR met MOR als

een gevolg van
dimerisatie aan de
plasmamembraan. De
membraancoimmuno-
precipitatie studie, van
HA-D2LR met MOR-YFP,
werd uitgevoerd in
transiént getrans-
fecteerde HEK293T
cellen. (A)+(B)
. Immunoprecipitatie (IP)
IB: anti-HA werd uitgevoerd met

C - - _ D _ _ ¥ muis anti-HA  (16B12)
* it * + MOR-YFP serum (2ug) voordat de

- - + + HA-D2L - -+ + HA-D2L cellen gelyseerd werden.

(A) De receptoren
werden gevisualiseerd na
immunoblotting (IB) met
geit anti-GFP-HRP
(verdunning: 1/1000). (B)
Controle om na te gaan
indien de immuno-
precipitatie gelukt is. HA-
D2LR werd gedetecteerd
’ met het rat anti-HA
IB: anti-GFP IB: anti-HA | antilichaam (verdunning:

1/2000) en het secundair
anti-rat rood (verdunning: 1/10000) antilichaam. (C)+(D) Lysaatstalen waarbij geen IP werd uitgevoerd om na
te gaan indien de receptoren tot expressie komen. (C) IB met geit anti-GFP-HRP (verdunning: 1/1000). (D) IB
met rat anti-HA (verdunning: 1/2000) en het secundair anti-muis groen (verdunning: 1/15000). De ladders
weergegeven in figuren B en D representeren het moleculair gewicht van de eiwitten in kDa. De figuren
waarbij geen moleculaire ladder voorgesteld wordt, werden bekomen met het KODAK-toestel waarbij enkel
visualisatie van HRP kan plaatsvinden. De ladders zijn dus onleesbaar op deze membranen. MOR = u-opioid
receptor; D2LR = lange splicevariant van de dopamine D2 receptor; D2SR = korte splicevariant van de
dopamine D2 receptor; IB = immunoblotting; mIP = membraanimmunoprecipitatie; HRP = Horseradish
peroxidase. Deze assay werd herhaald in drie onafhankelijke experimenten, door Jolien Duchou en Gabrielle
Van der Eecken.

mIP: anti-HA
mIP: anti-HA

Lysaat
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Deze assay is vergelijkbaar met de gewone immunoprecipitatieassay behalve dat de cellen
nu véor het lyseren geincubeerd werden met antilichamen specifiek voor het fusiepeptiden:
anti-HA (voor D2LR) of anti-FLAG (voor D2SR), zodat enkel de receptoren gelegen aan de
plasmamembraan gedetecteerd zouden worden, zie MATERIAAL EN METHODEN 5.2 voor een
uitgebreid protocol. De bekomen Western blots tonen aan dat HA-D2LR, in tegenstelling tot
wat gedacht kan worden uit voorgaande experiment, niet interageert met MOR-YFP aan de
plasmamembraan (Figuur 12A). FLAG-D2SR dimeriseert daarentegen wel met MOR-YFP aan
de celmembraan (Figuur 13A). Het zou dus kunnen dat D2LR interageert met een andere
molecule of receptor aan de plasmamembraan die de dimerisatie met MOR inhibeert.
Daaruit kan vermoed worden dat de insertie in de IC3-lus niet noodzakelijk is voor
dimerisatie tussen D2R en MOR, noch inhibeert deze regio de interactie tussen deze
receptoren. Dit kan afgeleid worden uit het feit dat er wel dimerisatie tussen deze
receptoren geobserveerd wordt bij het uitvoeren van een gewone coimmunoprecipitatie
asssay (zie Figuur 10). Verder onderzoek hieromtrent is echter verijst voor uitsluitsel.

-+ - + MOR-YFP - + - 4+ MOR-YFP Figuur 13. Membraan-

A B coimmunoprecipitatie
- - + + Flag-D2S - -+ + Flag-D2S  van D2SR met MOR als
' 150— een gevolg van
8o < 30— dimerisatie aan de

o - 100—
o - plasmamembraan. De
g . € 55 — membraancoimmuno-
© — © 40 + precipitatie studie, van
o C—é Flag-D2SR  met MOR-
€ 35 — YFP, werd uitgevoerd in
transiént getrans-
fecteerde HEK293T
. IB: anti-flag cellen. (A)+(B)
IB: anti-GFP Immunoprecipitatie (IP)
werd uitgevoerd met
C -+ -+ MOR-YFP D -+ °  + MOR-YFP muis  anti-Flag  (M2)
- - + + Flag-D2S - - + + Flag-D2S serum (2ug) voordat de
| cellen gelyseerd

150—
130—+ werden. (A) De
= 100— receptoren werden
Y = gevisualiseerd na
g - 555 T immunoblotting (1B)
et - - 40 — met geit anti-GFP-HRP
35 — (verdunning:  1/1000).
(B) Controle om na te
gaan indien de immuno-
- precipitatie gelukt is.

IB: anti-GFP IB: anti-flag

Flag-D2SR werd
gedetecteerd met het rat anti-Flag antilichaam (verdunning: 1/5000) en het secundair anti-muis groen
(verdunning: 1/15000) antilichaam. (C)+(D) Lysaatstalen waarbij geen IP werd uitgevoerd om na te gaan indien
de receptoren tot expressie komen. (C) IB met geit anti-GFP-HRP (verdunning: 1/1000). (D) IB met muis anti-
Flag (verdunning: 1/5000) en het secundair anti-muis groen (verdunning: 1/15000). De ladders weergegeven in
figuren B en D representeren het moleculair gewicht van de eiwitten in kDa. De figuren waarbij geen
moleculaire ladder voorgesteld wordt, werden bekomen met het KODAK-toestel waarbij enkel visualisatie van
HRP kan plaatsvinden. De ladders zijn dus onleesbaar op deze membranen. MOR = u-opioid receptor; D2LR =
lange splicevariant van de dopamine D2 receptor; D2SR = korte splicevariant van de dopamine D2 receptor; IB
= immunoblotting; mIP = membraanimmunoprecipitatie; HRP = Horseradish peroxidase. Deze assay werd
herhaald in drie onafhankelijke experimenten, door Jolien Duchou en Gabrielle Van der Eecken.

33




RESULTATEN

7.1.D2R internalisatie na agonist-stimulatie

Over de internalisatie van de D2R na agonist stimulatie bestaat er nog veel verwarring (zie
INLEIDING 2.2.1) en omdat een andere lid van de D2-type receptoren, de D4R, resistentie
vertoont op agonist gestimuleerde internalisatie werd dit hier nogmaals onderzocht.

/ DA QP

D2LR

D2SR

Figuur 14. Internalisatie van D2R-varianten na agonist stimulatie. HEK293T cellen werden transiént
getransfecteerd met pHA-D2LR of pFlag-D2SR. Receptoren aanwezig op de membraan werden
gedetecteerd met (muis) antilichamen die de receptor fusiepeptide binden: anti-HA (16B12) voor detectie
van HA-D2LR en anti-Flag (M2) voor detectie van Flag-D2S. Vervolgens werden de cellen geinduceerd voor
30" met dopamine (10uM) of quinpirole (10uM) bij 37°C. Visualisatie van de receptoren gebonden aan het
primair antilichaam gebeurde met fluorofore anti-muis antilichamen (Alexa fluo® 488 ; Groen); blauw =
celkernen gevisualiseerd met DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole).

Hiervoor werden HEK293T cellen die transiént ofwel D2LR ofwel D2SR tot overexpressie
brengen op behandelde drekglazen gegroeid. Twee dagen na transfectie werden de cellen
onderworpen aan een immunofluorescentieassay. Hierbij werden de membraan-
gelokaliseerde receptoren gedetecteerd met een primair antilichaam gericht tegen het
fusiepeptide: anti-HA voor detectie van HA-D2LR en anti-Flag voor detectie van Flag-D2S.
Hierna werden de receptoren gedurende een halfuur gestimuleerd bij 37°C met een
algemene agonist, DA, of met een selectieve D2-type receptor agonist, quinpirole. Voor de
visualisatie van de receptoren gebonden aan het primair antilichaam werden de cellen
gepermeabiliseerd en geincubeerd met een secundair fluorofoor antilichaam die het primair
antilichaam bindt. Voor visualisatie van de celkern werd DAPI gebruikt.

Onder een fluorescentiemicroscoop werd waargenomen dat beide D2R-varianten
voorkomen aan de plasmamembraan in afwezigheid van receptorstimulatie (Figuur 14,
eerste kolom). Na stimulatie met dopamine komen de receptoren nog steeds voornamelijk
tot expressie aan de membraan (Figuur 14, tweede kolom). Sommige cellen die D2LR of
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D2SR tot expressie brengen vertonen wel een klein percentage aan internalisatie maar dit
wordt niet in alle cellen waargenomen. Receptorstimulatie met quinpirole induceerde de
internalisatie van de receptoren ook niet. Zoals voor de inductie met dopamine kan een lage
graad van internalisatie waargenomen worden in sommige cellen zowel voor D2SR als D2LR.

Uit deze resultaten kunnen geen duidelijk conclusies getrokken worden over wat betreft het
internalisatiepotentiaal van D2R na stimulatie en verder onderzoek is zeker aangeraden.
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8. Functie

8.1.Gevolgen van D4.2R-MOR dimerisatie op ERK1/2-fosforylatie

Directe fysische interactie tussen de D4R en MOR is meerdere malen bevestigd in
verschillende onafhankelijke experimenten. Over de functie en de gevolgen van deze
receptor-receptor interactie is echter nog heel weinig geweten. Hiervoor wordt hier
onderzocht indien de dimerisatie van D4.2R, één van de meest voorkomende D4R-
polymorfismen, en MOR gevolgen heeft op de fosforylatie van ERK1/2 MAPK (pERK1/2). Dit
werd nagegaan door de stijging in ERK1/2-fosforylatie na te gaan na receptorstimulatie met
selectieve agonisten. Hiervoor werden HEK293S cellen, die stabiel getransfecteerd werden
met zowel pHA-D4.2R- als pFlag-MOR-overexpressievectoren (dubbel stabiele cellen),
aangemaakt®’. Transiént getransfecteerde HEK293S cellen, die ofwel HA-D4.2R ofwel Flag-
MOR tot expressie brengen, werden gebruikt ter controle om na te gaan indien er
aspecifieke ERK1/2-fosforylatie plaatsvindt. Cellen, die minstens twee uur voor de start van
het experiment overgebracht werden in serum-vrij medium (SMV), werden met
verschillende concentraties en combinaties agonisten gedurende drie minuten geinduceerd,
gewassen met PBS en bewaard bij -20°C. Twee verschillende concentraties dopamine
werden gebruikt als specifieke D4.2R agonist (25nM en 50nM) en drie verschillende DAMGO
concentraties voor de specifieke inductie van MOR (50nM, 250nM en 500nM). De
ingevroren cellen werden gelyseerd, ondergingen sonificatie en denatureerd bij 95°C. De
cellysaten konden dan op SDS-PAGE gel geladen worden en overgeblot worden op een
membraan voor immunodetectie van gefosforyleerd ERK1/2. Deze assay werd in drie
onafhankelijke experimenten herhaald in transiént getransfecteerde HEK293S cellen
(controle) en zesmaal in dubbel-stabiele cellen (experiment). De kwantificatie gebeurde door
de intensiteit van de banden te meten met de Imagel-software. De waarden werden
genormaliseerd aan de hand van de bekomen tubuline-waarden (op dezelfde manier
bepaald als de pERK1/2-waarden) en de resultaten van de niet geinduceerde stalen gelijk te
stellen aan één.

Voorafgaande tijdsinductie—experimenten®® toonden aan dat, zowel bij dopamine- als bij
DAMGO-stimulatie, een drie-minuut durende inductie zorgt voor de hoogste graad in
ERK1/2-fosforylatie, in respectievelijk DAR en MOR getransfecteerde HEK293S cellen, (figuur
niet weergegeven).

Figuur 15A en B tonen aan dat de agonisten specifiek één van beide receptoren induceren.
Dit blijkt uit het feit dat er geen stijging in ERK1/2-fosforylatie waargenomen wordt in
afwezigheid van de receptor specifieke agonist. Na DAMGO inductie vertonen de pHA-D4.2R
getranfecteerde cellen geen stijging in ERK1/2-fosforylatie (Figuur 15A). Ook omgekeerd is er
geen stijging in pERK1/2 in dopamine-geinduceerde cellen die Flag-MOR tot overexpressie
brengen (Figuur 15B). pFlag-MOR getransfecteerde cellen vertonen een onverwachte daling
in ERK1/2-fosforylatie bij het toedienen van een stijgende DAMGO-concentratie (in
afwezigheid van dopamine) (Figuur 15B) maar dit fenomeen wordt niet meer geobserveerd
in stabiel-getransfecteerde cellen (Figuur 15C). Dit kan het gevolg zijn van het feit dat dit
experiment slechts driemaal herhaald werd waardoor de resultaten niet geheel
representatief zijn.

Ystabiel getransfecteerde cellen aangemaakt door Béatrice Lintermans.

1 Tijdsinductie-experimenten werden uitgevoerd door Jolien Duchou.
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Figuur 15. Dopamine- en/of DAMGO-gestimuleerde ERK1/2-fosforylatie in HEK293S cellen. Elke grafiek
vertoont de kwantificatie van de intensiteit van pERK1/2-banden waargenomen op Western blot. Voor de
normalisatie van deze waarden werden ze gedeeld door de bandintensiteit van tubuline. Alle waarden
werden omgezet zodat de niet-geinduceerde stalen een waarde van één verkreeg. (A) en (B) Transiént
getransfecteerde cellen met pHA-D4.2R of pFlag-MOR, respectievelijk, werden behandeld met verschillende
concentraties en combinaties dopamine (DA) en DAMGO gedurende 3’. (C) Dubbel stabiele HEK293S cellen
waarin zowel HA-D4.2R als Flag-MOR tot expressie komen werden behandeld met verschillende
concentraties en combinaties dopamine en DAMGO gedurende 3.

In de eerste zes lanen werden de cellen respectievelijk niet gestimuleerd, DA-stimulatie (25nM en 50nM) of
DAMGO-stimulatie (50nM, 250nM, 500nM). In de laatste zes lanen werden de verschillende agonisten
gecombineerd (DA/DAMGO). De bovenste lanen representeren de fosfo-ERK1/2 (pERK1/2) die gedetecteerd
werden met konijn anti-P-p44/p42 antilichaam (verdunning: 1/1000) en een secundair anti-konijn groen
(verdunning: 1/15000) antilichaam. De onderste lanen representeren tubuline dat gedetecteerd werd met
muis anti-tubuline (verdunning: 1/1000) en het secundair anti-muis rood antilichaam (verdunning: 1/10000).
De foutenbalken representeren de standaard-error van de experimenten. DA = Dopamine; DAMGO = [D-Ala%,
N-MePhe*, Gly-ol]-enkephalin ; pERK1/2 = gefosforyleerd ERK1/2 = P-p44/p42.

In de dubbel-stabiel getransfecteerde cellen wordt een stijging in ERK1/2-fosforylatie
waargenomen indien stijgende concentratie dopamine of DAMGO gebruikt worden (Figuur
15C). Dit geeft aan dat elke receptor apart de fosforylatie van ERK1/2 kan induceren, ook in
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de aanwezigheid van stimulatie van de andere receptor. Indien beide receptoren samen
gestimuleerd worden is deze stijging nog steeds waarneembaar. De ERK1/2-fosforylatie is
even sterk bij de cellen die enkel gestimuleerd worden met dopamine of indien dopamine en
DAMGO stimulatie plaatsvindt. Indien dopamine stimulatie vergelegen wordt met de
dopamine/DAMGO stimulatie wordt er zelfs een lichte daling in ERK1/2-fosforylatie
waargenomen. Uit deze resultaten kan dus niet geconcludeerd worden dat de ERK1/2-
signalisatieweg direct beinvloedt wordt door interactie tussen D4.2R en MOR. De
foutenbalken representeren de standaard-error van de experimenten en deze zijn zelfs na
zes herhalingen, nog steeds vrij groot. Er kan geen significante verschillen waargenomen
worden tussen pERK1/2 concentratie bij het stimuleren van slechts één of beide receptoren.
Deze resultaten blijkt dat dopamine en DAMGO agonisten zijn voor D4.2R en MOR,
respectievelijk. Dat receptorstimulatie reeds na drie minuten ERK1/2-fosforylatie induceert,
zowel als de receptoren alleen of samen tot expressie gebracht worden. Indien beide
receptoren samen geinduceerd worden vindt deze ERK1/2-fosforylatie nog steeds plaats en
is er noch een sinergerend- ,additief-, of inhiberendeffect waarneembaar.

8.2. Desensitisatieassay

De gevolgen van GPCR-activatie zijn divers. Zo zullen receptoren heel snel na activatie
ontkoppelen van het G-eiwit waarmee ze interageren. Dit wordt desensitisatie genoemd en
is een mechanisme dat zich ontwikkeld heeft om overstimulatie van de receptoren tegen te
gaan. Desensitisatie wordt meestal gevolgd door internalisatie van de receptor. Er bestaan
twee soorten desensitisatie, homologe en heterologe desensitisatie (zie INLEIDING 1.5.1). Hier
werd gekeken naar de mogelijkheid op homologe en heterologe desensitisatie tussen D4.2R
en MOR. Hiervoor werd gebruik gemaakt van dezelfde dubbel stabiele cellijn als voor de
ERK1/2 fosforylatieassay. Deze HEK293S cellen brengen zowel HA-D4.2R als Flag-MOR tot
overexpressie. In deze cellen werd onderzocht indien langdurige stimulatie van één van
beide receptoren het potentiaal tot receptorstimulatie van de andere receptor inhibeert. Dit
potentiaal werd nagegaan door, zoals bij de ERK1/2 fosforylatie-assay, de concentratie van
PERK1/2 te kwantificeren. Cellen, die de avond voor de start van het experiment in SVM
werd overgebracht, werden gedurende acht uur gestimuleerd met dopamine/quinpirole of
DAMGO (100nM). Hierna werden de cellen gewassen in PBS en gedurende drie minuten
gestimuleerd met de andere agonist. De droogstaande cellen werden bij -20°C bewaard. Een
totale-lyse protocol werd uitgevoerd op de cellen en de cellysaten werden op SDS-PAGE gel
geladen. Detectie van pERK1/2 gebeurde na Western blot analyse en de kwantificatie met de
Imagel-software.

Figuur 16 toont de resultaten van het preliminair experiment aan met dopamine en DAMGO.
Uit de vergelijking van de 3° met de 4° en ook de 6° met de 7° opstelling kan afgeleid worden
dat zowel D4R als MOR homologe desensitisatie ondergaan. Een langdurige stimulatie van
de receptor zorgt namelijk voor een verlaagde receptor responsiviteit. De gevolgen van
heterologe desensitisatie kunnen geobserveerd worden door opstelling 3 met 9 en 6 met 8
te vergelijken. Hieruit blijkt dat langdurige stimulatie van MOR het potentiaal dat D4R heeft
om ERK1/2 te fosforyleren geinhibeerd wordt, en omgekeerd. Dopamine is een natuurlijke
neurotransmitter en kan daardoor afgebroken worden in cellen. Daarom is het niet zeker dat
een achtuur durende inductie met dopamine mogelijk is en kunnen de bekomen waarden
niet vertrouwd worden.
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DA-DAMGO desensitisatie assay
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Figuur 16. HEK293S cellen vertonen homologe en heterologe desensitisatie van D4R en MOR na langdurige
dopamine of DAMGO behandeling. HEK293S cellen, die zowel D4.2R als MOR tot expressie brengen, werden
al dan niet gedurende 8h voorbehandeld met dopamine of DAMGO (100nM). Om na te gaan indien deze
voorbehandeling een invloed heeft op de D4.2R en MOR-signalisatie werden de cellen gedurende 3’
gestimuleerd met DAMGO of dopamine (100nM). (8h behandeling/3’ behandeling). De ERK1/2-fosforylatie
geeft een beeld van receptoractivatie. pERK1/2 werd bepaald via Western blot analyse. Immunoblotting met
anti-P-p44/p42 antilichaam (verdunning: 1/1000) en secundair anti-konijn groen antilichaam (verdunning:
1/15000) geeft een beeld dat gekwantificeerd kan worden. Voor de normalisatie van deze waarden werden
ze gedeeld door de bandintensiteit van tubuline. Alle waarden werden omgezet zodat de niet-geinduceerde
stalen een waarde van één verkreeg. Dit experiment werd éénmaal uitgevoerd. DAMGO = [D—Alaz, N-
MePhe4, Gly-ol]-enkephalin; DA = dopamine; pERK1/2 = gefosforyleerd ERK1/2 = P-p44/p42.

Deze assay werd herhaald met quinpirole, een synthetische D2-type receptor agonist.
Omdat deze stof niet voorkomt in natuurlijke cellen, zal deze niet afgebroken worden en is
het mogelijk om een achtuur durende inductie uit te voeren. Deze assay werd éénmaal
uitgevoerd in twee parallelle experimenten en de foutenbalken representeren de
standaarerror bepaald uit deze waarden.

Figuur 17 toont aan dat zowel na langdurige inductie van D4.2R en MOR er homologe
desensitiatie plaatsvindt. Er wordt namelijk een daling in ERK1/2-fosforylatie waargenomen
na agonist inductie, indien de cellen voorbehandeld werden voor acht uur met dezelfde
agonist (vergelijking tussen kolommen 3-4 en 6-7). Er kan ook heterologe desensitisatie
geobserveerd worden, zowel wanneer de cellen voorbehandeld werden met quinpirole als
met DAMGO (vergelijking tussen kolommen 3-9 en 6-8). Homologe en heterologe
desensitisatie blijken even sterk te zijn voor het D4.2R-MOR dimeer. Dit zou een aanwijzing
kunnen zijn voor een interactie tussen beide receptoren en zou een van de functies van deze
interactie kunnen zijn.
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QP-DAMGO Desensitisatie assay
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Figuur 17. HEK293S cellen vertonen homologe en heterologe desensitisatie van D4R en MOR na langdurige
quinpirole of DAMGO behandeling. HEK293S cellen, die zowel D4.2R als MOR tot expressie brengen, werden
al dan niet gedurende 8h voorbehandeld met DAMGO of quinpirole (100nM). Om na te gaan indien deze
voorbehandeling een invloed heeft op de D4.2R en MOR-signalisatie werden de cellen gedurende 3’
gestimuleerd met DAMGO of quinpirole (100nM). (8h behandeling/3’ behandeling). De ERK1/2-fosforylatie
geeft een beeld van receptoractivatie. pERK1/2 werd bepaald via Western blot analyse. Immunoblotting met
anti-P-p44/p42 antilichaam (verdunning: 1/1000) en secundair anti-konijn groen antilichaam (verdunning:
1/15000) geeft een beeld dat gekwantificeerd kan worden. Voor de normalisatie van deze waarden werden ze
gedeeld door de bandintensiteit van tubuline. Alle waarden werden omgezet zodat de niet-geinduceerde
stalen een waarde van één verkreeg. Dit experiment werd éénmaal uitgevoerd in twee parallelle
experimenten en de foutenbalken representeren de standaarerror bepaald uit deze waarden. DAMGO = [D-
Ala’, N-MePhe®, Gly-ol]-enkephalin; QP = quinpirole; pERK1/2 = gefosforyleerd ERK1/2 = P-p44/p42.

Uit deze resultaten blijkt duidelijk dat zowel D4R als MOR zowel homologe als heterologe
desensitisatie plaatsvindt na langdurige receptorstimulatie. Dit geeft aan dat D4R en MOR
met elkaar interageren aan de plasmamembraan, en is een eerste stap naar het ophelderen
van de functie van deze dimerisatie. De foutenbalken verkregen in Figuur 17 zijn erg klein.
Dit komt echter omdat de uitgevoerde experimenten niet onafhankelijk uitgevoerd werden.
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9. Indirecte interactie

9.1.Indirecte gevolgen van de D2-type receptor-MOR interactie

GPCR’s kunnen elkaar beinvloeden op verschillende manieren. BRET en ColP-studies hebben
aangetoond D2-type receptoren fysisch interageren met MOR wanneer deze tot
overexpressie gebracht worden in HEK293 cellen. Om de gevolgen van deze interactie te
onderzoeken in een meer natuurlijke setting werd onderzocht indien stimulatie van de ene
receptor, de expressie van de andere beinvlioedt. Om dit na te gaan kan er gekeken kunnen
worden naar MOR-expressie na inductie van D2-type receptoren in SH-SY5Y cellen. Dit is een
humane neuroblastoom cellijn die beide receptoren endogeen tot expressie brengen
(Kamakura et al, 1997; Yu & Sadee, 1988). MOR expressieniveaus kunnen dan bepaald
worden door een kwantitatieve polymerisatie kettingreactie (QPCR) uit te voeren op cDNA
geproduceerd uit RNA dat opgezuiverd wordt uit deze cellen. Door tijdsgebrek en problemen
met het opstarten van de SH-SY5Y-cellijn®® werden hier enkel de primers getest.
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Figuur 18. Amplificatie curve van MOR-primer test na QPCR-analyse. Representatie van de vijftien
amplificatiecurven (5 maal 3 parallelle herhalingen) van de verdunningsreeks van MOR en negen controle
stalen na QPCR analyse. De rode curven representeren van links naar rechts: de onverdunde, 5x, 25x,
125x en 625x verdunde stalen. De grijze curven representeren de controle stalen die geen MOR-cDNA
bevatten. Op de x-as worden het aantal PCR-cycli die doorlopen werden en de y-as geeft een
representatie van het fluorescent signaal dat vrijkomt door het SYBR-Green dat dubbelstrengig DNA
bindt. Dit experiment werd uitgevoerd door Jolien Duchou en meegevolgd door Gabrielle Van der
Eecken.

Opgezuiverd MOR-RN A% werd omgezet naar cDNA via een PCR-reactie waarbij gebruik werd
gemaakt van M-MLV?! reverse transcriptase. Om na te gaan indien de primers (sense primer
5-CTGGGTCAACTTGTCCCACT-3’ en een antisense primer 5-TGGAGTAGAGGGCCATGATC-3’)

Y Het opstarten van de SH-SY5Y cellijn werd uitgevoerd door Jolien Duchou
20 Opzuivering uitgevoerd door Jolien Duchou
! M-MLV: Moloney murine leukemia virus
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correct binden op het cDNA werd een verdunningsreeks van het bekomen cDNA gemaakt.
Vijf verdunningen werden getest: onverdund, 5x, 25x, 125x en 625x. Om na te gaan indien
de primers specifiek waren werden verschillende blanco controles getest waarbij geen cDNA
aan de mastermix werd toegevoegd.

Op Figuur 18 kunnen de vijf verdunningen van het MOR-cDNA waargenomen worden. Hoe
minder het staal verdund is hoe sneller de fluorescentie meetbaar is. De eerst, meest links
gelegen, curve representeert dus de niet verdunde staal en de laatste, meest rechtse, curve
de meest verdunde staal (625x). Op deze figuur kunnen ook controlestalen geobserveerd
worden (grijze cruven). Deze tonen aan dat er geen DNA-amplificatie plaatsvond in deze
stalen. Geen enkele van de controlecurve vertoont een stijging in fluorescentie. Voor dit
experiment werden de Ct-waarden niet bepaald omdat dit enkel werd uitgevoerd om de
primerefficientie na te gaan. De smeltcurve, weergegeven in Figuur 19, toont aan dat alle
geproduceerde DNA-fragmenten een vergelijkbare lengte hebben en dat er zich geen
primer-dimeren hebben gevormd.
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Figuur 19. Smeltcurve van QPCR voor MOR-primer test. Representatie van de vijftien smeltcurven van de
verdunningsreeks van MOR na QPCR analyse. De blauwe curven representeren de onverdunde, 5x, 25x, 125x
en 625x verdunde stalen, waarbij elke opstelling driemaal in parallel uitgevoerd werd. De ander curven
representeren de contole stalen die geen MOR-cDNA bevatten. Dit experiment werd uitgevoerd door Jolien
Duchou en meegevolgd door Gabrielle Van der Eecken.

Uit deze resultaten kan besloten worden dat de gebruikte primers specifiek genoeg zijn en
dus gebruikt kunnen worden voor verder onderzoek naar de invloed van D2R-type receptor
stimulatie op MOR expressie in SH-SY5Y cellen.
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1. Algemeen

In het laatste decennium zijn het aantal studies die GPCR-dimerisatie aantonen alsmaar
toegenomen. Het is nu algemeen aanvaard dat de meerderheid van de GPCR’s
homodimeriseren. Sommige GPCR’s zijn ook in staat om te heterodimeriseren. De
meerderheid van de onderzoeken focussen zich op de heterodimerisatie van GPCR’s die
behoren tot dezelfde groep. Zo werd bijvoorbeeld reeds waargenomen dat D4R dimeriseert
met D2R (Borroto-Escuela et al, 2011) en dat MOR dimeriseert met DOR (George et al,
2000). In het centraal zenuwstelsel is het dopamine-systeem nauw verbonden met het
opioid-systeem. Zowel de D4R als de MOR komen tot expressie in dezelfde regio’s in het
striatum, de eilanden of striosomen (Rivera et al, 2002). Deze overlap zou kunnen wijzen op
een interactie tussen beide receptoren. Zo werd aangetoond dat beide systemen elkaar
beinvioeden in het striatum en daar de normale bewegingscapaciteit en motivatie
beinvlioeden (Chen et al, 2005). Daarnaast hebben Gago en collega’s beschreven dat D4R en
MOR interageren in de striatum eilanden van de rat en dat deze interactie kan leiden tot
neerregulatie van MOR zes uur na D4R stimulatie (Gago et al, 2007). Dit wijst op een indirect
effect tussen beide receptoren. Recenter onderzoek, uitgevoerd in LEGEST in samenwerking
met het Karolinska instituut, bevestigt een directe interactie tussen D4R en MOR. Dit werd
bewezen door gebruik te maken van immunoprecipitatie en BRET-assays (nog
ongepubliceerd).

In deze thesis werden de eerste stappen gezet naar het achterhalen van de
receptordomeinen betrokken in deze interactie en de mogelijke functie van deze
dimerisatie. Ook de indirecte gevolgen van deze receptor-receptor interactie werden nader
onderzocht. Deze studies worden uitgevoerd in artificiéle omstandigheden waarbij de
receptorconstructen tot overexpressie gebracht werden in bvb. HEK293 cellen. Er bestaat
enige scepticisme rond deze aanpak omdat gedacht wordt dat hoge receptor-expressie de
GPCR dimerisatie induceert. Hierdoor zou de geobserveerde dimerisatie mogelijks geheel of
gedeeltelijk het gevolg zijn van een artefact te wijten aan de receptoroverexpressie. Er werd
echter bewezen dat de dimerisatie van de [32-adrenerge receptor onafhankelijk is van het
expressieniveau van de receptor (Mercier et al, 2002). Het analyseren van de D2-type
receptor interactie met MOR zal onderzocht worden via verschillende technieken
(coprecipitatie, BRET) wat voor extra evidentie van de D4R-MOR dimerisatie zorgt .

2. Directe interactie

In het eerst luik van dit onderzoek werd er getracht om de receptordomeinen die betrokken
zijn bij de D2-type receptor-MOR dimerisatie te achterhalen door gebruik te maken van
verschillende receptorvarianten. Hiervoor werd voornamelijk gebruik gemaakt van
immunoprecipitatie en GST ‘pull-down’ assays. Aan de hand van D4R-mutanten, D4.0R en
D4.AAR, werd achterhaald dat het deleteren van het polymorfisme in de IC3-lus of de
arginine-rijke regio’s die dit domein flankeren de D4R-MOR dimerisatie niet beinvlioeden
(Figuur 19B). Het deleteren van de positief geladen flankerende sequenties zou wel voor
een sterkere interactie tussen beide receptoren kunnen zorgen (Figuur 6A, laatste laan), al
kan dit niet met zekerheid geconcludeerd worden uit immunoprecipitatieassays. Verder
onderzoek naar de interagerende domeinen werd uitgevoerd met een GST ‘pull-down’ assay
waarbij nagegaan werd als het C-terminaal domein en de IC3-lus van D4R interageren met
de MOR (Figuur 7A). Deze assay werd voor het eerst en slechts éénmaal uitgevoerd door
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tijdsgebrek. Hierdoor, en door het ontbreken van voldoende controles, is het niet zeker
indien het ontbreken van interactie te wijten is aan de afwezigheid ervan of indien de assay
niet gelukt was. Verdere studies met een betere experimentele opstelling waarbij positieve
controles ingebouwd worden is dus zeker aangeraden. Naast coprecipitatieassays kunnen
BRET-experimenten bijdragen tot het ophelderen van de domeinen betrokken bij
dimerisatie. Zo zullen deze studies de sterkte van de interactie tussen de verschillende D4R-
varianten en MOR kunnen kwantificeren. Hoewel coimmunoprecipitatieassays aanwijzingen
geven over de aanwezigheid van de interactie tussen D4.AAR en MOR zijn deze
waarnemingen niet kwantificeerbaar. BRET saturatie-studies geven een oplossing voor dit
probleem. Gewone BRET studies geven geen kwantitatieve maat voor dimerisatiepotentiaal
weer, daarom is het best om saturatie-experimenten hieraan te koppelen. Voor deze assays
waren de YFP-fusieconstructen reeds ter beschikking maar de Rluc-plasmiden moesten nog
aangemaakt worden. De constructie van deze plasmiden werd gestart. Eerst werden de
D4R-varianten, D4.0R en D4.AAR in een pCR-Blunt [I-TOPO vector gekloneerd. Na
restrictiedigest kunnen de gewenste sequenties in frame geligeerd worden met het Renilla
luciferase in de Rluc-N1 vector. De laatse ligatie-stap bleek niet door te gaan. Omdat er
EcoRl restrictiesites aanwezig zijn in de pCR-Blunt II-TOPO vector zou het kunnen dat de
verkeerde restrictiefragmenten gevormd werden. Door een ander restrictie-enzyme te
gebruiken zou dit kunnen verhelpen. Door tijdsgebrek werd deze assay nog niet uitgevoerd.
Deze studies geven een eerst indruk van de mogelijke interactiedomeinen die betrokken zijn
bij de dimerisatie van D4R en MOR. Omdat er zo een hoge sequentie similariteit bestaat
tussen de D4R en D2R (58%) werd ook onderzocht indien deze receptor interageert met
MOR. Door gebruik te maken van de twee meest voorkomende splice varianten (D2LR en
D2SR) kan achterhaald worden indien de insertie, gelegen in de IC3-lus van D2LR, deel
uitmaakt van het dimerisatievlak tussen beide receptoren. Coimmunoprecipitatiestudies
tonen aan dat zowel D2LR als D2SR interageren met MOR (Figuur 10 en 11). Om na te gaan
indien deze interactie ook plaatsvindt aan de plasmamembraan werden
membraamimmunoprecipitatieassays uitgevoerd. Hier werd echter waargenomen dat D2LR,
in tegenstelling tot D2SR, niet meer interageert met MOR (Figuur 12 en 13). Beide
receptoren komen voor aan de plasmamembraan van de HEK293T cellen zoals bevestigd
werd met een immunofluorescentieassay (Figuur 14). Hieruit volgt dus dat beide receptoren
in staat zijn om te interageren met MOR (aangetoond met ColP) en dat ze beiden
voorkomen aan de plasmamembraan waar enkel de korte isovorm (D2SR) interageert met
MOR. Er kan gehypotheseerd worden dat D2LR interageert met een andere molecule aan de
plasmamembraan waardoor de interactie met MOR wordt tegengegaan. Er zou dus gesteld
kunnen worden dat de insertie in D2LR niet rechtstreeks betrokken is met de dimerisatie
met MOR maar wel met een andere molecule. Figuur 19A toont aan dat er positief geladen
arginine residuen aanwezig zijn in de IC3-lus van D2LR ter hoogte van de insertiesequentie.
Als deze gegevens en deze van de IP van D4AAR met MOR bij samen bekeken worden zou
kunnen vermoed worden dat de aanwezigheid van extra positieve ladingen in de IC3-lus een
negatieve invloed hebben op de dimerisatie met MOR. Om dit verder te onderzoeken
zouden puntmutaties aangebracht kunnen worden in D2-type receptoren ter hoogte van de
positief geladen residuen om na te gaan indien deze een invloed op dimerisatie zouden
hebben. In de toekomst wordt gepland om een interfererend peptide aan de hand van de
data die bekomen worden uit deze studies. Dit peptide zal dan gebruikt kunnen worden
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voor functionele studies zodat bevestigd kan worden dat de bekomen data het gevolg zijn
van de directe interactie tussen beide receptoren (Pei et al, 2010).

A sran D2LDE I mdplnlswydddle:

1 mdplinlswydddlergnws

LDR 6l rekalqtttnylivsl
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Figuur 19. Representatie van positief geladen aminozuren in sequentie van D2R en D4.2R. (A) Allignering van
aminozuursequenties van D2LR (=D2LDR) en D2SR (=D2SDR). De sequentie niet in het groen komt overeen met
de 29 aminozuur insertie in de IC3-lus van D2LR. De drie omkaderde arginine (r) residuen zijn positief geladen.
(B) Aminozuursequentie van de IC3-lus van D4.2R waarbij de flankerende sequenties die gedeleteerd zijn in
het D4.AAR aangeduid staan met A. De omkaderde sequenties a en T representeren de twee VNTR’s. Positief
geladen arginine (R) residuen, in de gedeleteerde regio’s, staan in het vet.

In het kader van het onderzoek naar de D2R-MOR dimerisatie bleek dat er nog
onduidelijkheid bestond over de internalisatie van D2R na agonist stimulatie. Sommige
artikels beweren dat er steeds internalisatie plaatsvindt (Kim et al, 2001; Spooren et al,
2010; Vickery & von Zastrow, 1999), terwijl andere beweren dat dit enkel onder specifieke
omstandigheden plaatsvindt zoals na dimerisatie met de D1R of in aanwezigheid van GRK2
(lwata et al, 1999; So et al, 2005). Deze bevindingen zijn ook afhankelijk van de D2R-
splicevariant en van het celtype waarmee de studie uitgevoerd werd en extra onderzoek
hieromtrent is nodig. Om dit op te klaren werd dit via immunofluorescentie onderzocht. Uit
dit experiment blijkt dat zowel D2LR als D2SR voorkomen aan de membraan van de cellen
die niet geinduceerd werden (Figuur 14). De bekomen beelden konden echter geen
uitsluitsel bieden voor wat betreft de internalisatie na receptorstimulatie. Sommige cellen
vertoonden een lage graad van internalisatie na dopamine of quinpirole inductie maar dit
fenomeen werd niet in alle cellen waargenomen. Voorgaand experimenten uitgevoerd in
LEGEST, Spooren. A in 2010 en ongepubliceerde resultaten van Duchou. J, tonen aan dat er
duidelijk internalisatie van de D2R plaatsvindt na receptorstimulatie. Uit al deze resultaten
kunnen dus nog steeds geen definitieve conclusies getrokken worden over het gedrag van
D2R na agonist stimulatie. Om dit op te klaren en de internalisatie resultaten te
kwantificeren zou gebruik gemaakt kunnen worden van andere assays zoals flowcytometrie
of ‘on-cell western’ assays.
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3. Functie

In het tweede luik van deze thesis werd onderzocht wat de functie van de dimerisatie van
deze receptoren is. Hierover is nog heel weinig geweten.

Verder onderzoek naar de functie van de D4R-MOR dimerisatie werd uitgevoerd door
gebruik te maken van de capaciteit die beide receptoren bezitten om na activatie het
ERK1/2 te fosforyleren. Om na te gaan indien agoniststimulatie van één van beide
receptoren de andere beinvioedt werd nagegaan indien er een verschil in ERK1/2-
fosforylatie observeerbaar is na receptorstimulatie. Uit deze resultaten blijkt echter dat
agoniststimulatie van beide receptoren noch een sinergerend- ,additief-, of inhiberendeffect
heeft op ERK1/2-fosforylatie (Figuur 15). Dit toont niet aan dat er een mogelijke interactie
tussen beide receptoren plaatsvindt. De ERK1/2-fosforylatie is een gebeurtenis die pas
enkele stappen stroomafwaarts van de receptoractivatie plaatsvindt. Hierdoor zou het
kunnen dat niet enkel de directe interactie tussen beide receptoren maar ook, omdat de
intracellulaire signaalwegen elkaar kruisen, de interactie van stroomafwaarts gelegen
moleculen de resultaten beinvioeden. Op vergelijkbare manier werd onderzocht indien
desensitisatie plaatsvindt na langdurige receptorstimulatie. Cellen die beide receptoren tot
expressie brachten werden langdurig gestimuleerd (met dopamine/quinpirole of DAMGO)
en achteraf werd gekeken naar hun potentiaal om ERK1/2 te fosforyleren. Zo werd
achterhaald nagegaan indien de receptoren een verlaagde signaaltransductie capaciteit
vertonen. Uit deze resultaten bleek dat er zowel voor D4R als MOR homologe desensitisatie
plaatsvindt (Figuur 17). Heterologe desensitisatie werd ook waargenomen voor deze
receptoren. De kleine foutenbalken in Figuur 17 zijn te wijten aan het feit dat beide
uitgevoerde exprimenten in parallel uitgevoerd werden. Dit experiment zou nog enkele
malen herhaald moeten worden om een bevestiging te krijgen van de desensitisatie. Alle
waarden bekomen voor zowel de ERK1/2-fosforylatie assay als de desensitisatieassay
werden genormaliseerd door gebruik te maken van het kwantificeren van tubuline. De
tubuline-waarden geven een beeld van het aantal cellen die gelyseerd werden voor elke
staal. In de toekomst zou het misschien interessanter zijn om deze waarden te normaliseren
met het totaal ERK1/2 waarden (hiervoor bestaan ook antilichamen). Hierdoor wordt een
beter beeld gekregen van het percentage gefosforyleerd ERK1/2 in vergelijking met het
totaal aanwezige ERK1/2 in de cel.

4. Indirecte interactie

Het derde luik van deze thesis focust op de indirecte interactie tussen D2-type receptoren
en MOR. Uit preliminaire studies, uitgevoerd door de groep van professor Rivera, blijkt dat
chronische blokkering van D4R leidt tot een betere pijntolerantie in ratten (Rivera et al,
2002). Om het moleculair mechanisme van deze observaties te achterhalen kan de rol van
de D4R stimulatie op de promotor van MOR onderzocht worden. De eenvoudigst techniek
om dit te onderzoeken zou gebruik maken van een reporterconstruct waarbij de MOR-
promotor gefuseerd wordt aan een reportergen zoals luciferase. Preliminaire studies
(uitgevoerd door Duchou J.) met zo een construct bleken echter niet te werken. Hierdoor
wordt er hier gewerkt met neuroblastomen (SH-SY5Y cellijn) die beide receptoren endogeen
tot expressie brengen (Kamakura et al, 1997; Yu & Sadee, 1988). Via QPCR-analyse zal dan
achterhaald worden indien de stimulatie van D4R een verandering in MOR-expressie kan
teweegbrengen. Problemen met het opstarten van de SH-SY5Y cellijn hebben ertoe geleidt
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dat enkel de primers getest konden worden. Deze resultaten geven aan dat de gekozen
primers specifiek genoeg zijn en dat er geen primer-dimeren gevormd worden.

5. Conclusie

Ter conclusie kan gesteld worden dat de positief geladen domeinen in de derde
intracellulaire lus van D2-type receptoren een antagonistische effect hebben op de
dimerisatie van D4R met MOR. Dit werd waargenomen in twee onafhankelijke
experimenten waarbij zowel D2R als D4R dimerisatie met MOR getest werd.
Immunofluorescentiestudies geven geen objectieve representaties van agonist
gestimuleerde internalisatie van de D2R, hiervoor zouden andere technieken een oplossing
kunnen bieden. De functie van de D4R-MOR interactie is nog niet duidelijk. Uit ERK1/2-
fosforylatie experimenten blijkt niet dat deze receptoren elkaars signalisatie beinvloeden.
Langdurige receptorstimulatie kan echter wel leiden tot zowel homologe als heterologe
desensitisatie. Dit geeft extra evidentie voor de directie interactie tussen beide receptoren.
Voor de indirecte interactie tussen D2-type receptoren en MOR werd geen tijd gevonden.
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1. Weefselcultuur

‘Human embryonic kidney 293T’ (HEK293T) (American Type Culture Collection (Manassas,
VA)) en stabiele HEK293S (waarin de glycosilatie signalisatieweg onderbroken is, Reeves et
al., 2002) cellen werden opgegroeid in ‘dulbecco's modified eagle medium’ (DMEM) verrijkt
met 2mM L-glutamine, 100 units/ml penicilline/streptomycine en 10% foetaal kalf serum
(FKS). Deze cellen werden in cultuur gehouden in een mycoplasma-vrije incubator bij 37°C
met een vochtige atmosfeer en 5% CO,. De cellen werden gesplitst wanneer een confluentie
van 75-95% werd bekomen, ongeveer tweemaal per week.

2. Fusieproteinen en expressievectoren

De plasmiden met epitoop gelabelde humane receptoren: pHA-D4.0R en pHA-D4.2R
(voorzien door Dr. Van Tol van de universiteit van Totonto in Canada); pHA-D4.AAR (D4.2R
met deleties [233-253] en [283-307]) voorzien door Oldenhof; pHA-D2LR, pFLAG-D2SR en HA-
MOR (hMOR1) werden reeds beschreven (Oak et al., 2001); hMOR-1: pMOR-YFP voorzien
door Prof. Fuxe van het Karolinska instituut in Zweden; pFlag-MOR voorzien door Dr. von
Zastrow.

3. Klonering voor productie van BRET-vector

Het open leesraam van twee receptor-mutanten van D4R; D4.0R en D4AAR, werd
geamplificeerd uit pcDNA3 vectoren via PCR met Pfu DNA polymerase (Promega, Madison
WI USA). Volgende primers werden hiervoor gebruikt: sense primer (5 -
GTGCTCGAGCACCATGGGTAACCGAAGCACAG-3') en antisense primer zonder stop codon? (5
"-GCGAATTCGCAGCAAGCACGTAGAGCCTTACG-3"). In deze primers zitten unieke Xhol and
EcoRl restrictiesites (onderlijnd in seqentie), respectievelijk. Het fragment werd eerst via
Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen) in een pCR®-Blunt II-TOPO® vector
gekloneerd. Daarna werd het fragment in frame in den pRIuc**-N1 vector (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) gekloneerd in de Nhel en de Xhol restrictiesite. Tussen elke
kloneringsstap werd een deel van het bekomen DNA op 1,2% agarose gel in TBE buffer
geladen om na te gaan indien het correcte fragment nog steeds aanwezig was. Visualisatie
van de fragmenten gebeurde met ethydiumbromide en onder UV-licht. De geproduceerde
vector zou dan gebruikt worden voor een BRET-assay.

4. Transiénte transfectie

De transfectie gebeurde met plasmide DNA via de calciumfosfaat methode. Hiervoor werden
HEK293T cellen (behalve waar explisiet vermeld staat dat HEK293S cellen gebruikt werden)
gegroeid tot subconfluentie in 10cm-platen. Voor de transfectie werd het medium ververst
met 9m| DMEM met 10% FKS. Een mix van 100ul CaCl,, 10ug DNA en 390ul 0,1% TE-buffer
werd bij 500ul BS/HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-ethaansulfide zuur) gedruppeld.
Na mengen door lucht in de epjes te blazen werd deze mix van 1ml aan de cellen
toegevoegd en voor zes uur in de incubator geplaatst waarna het medium ververst werd met
DMEM verrijkt met 10% FKS. In elk experiment werd telkens een extra controleplaat
getransfecteerd met pE-GFP zodat er kon nagegaan worden indien de transfectie gelukt was
onder de fluorescentiemicroscoop. Achtenveertig uur later konden de cellen gecollecteerd

*? Geen stopcodon zodat een fusieproteine geproduceerd kan worden.
23 . .
Rluc = Renilla luciferage
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worden met koude PBSA (fosfaat buffer saline), waarna ze afgedraaid en droog bewaard
worden bij -70°C. Voor transfecties in 6-well platen werd hetzelfde protocol gebruikt met
volgende hoeveelheden per well: 20ul CaCl,, 2ug DNA, 78ul 0,1% TE-buffer en 100ul
BS/HEPES.

5. Immunoprecipitatie

5.1. Coimmunoprecipitatie

Cellen komende uit -70°C werden gelyseerd met radioimmunoprecipitatie (RIPA) buffer
(150mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS**) waaraan, net voor
lyseren, 0,5% natriumdeoxycholinezuur (DOC) en protease inhibitoren (2,5 ug/ml aprotinine,
1mM Pefabloc (4-(2-Aminoethyl)-benzeensulfonyl fluoride hydrochloride), 10ug/ml
leupeptine (N-acetyl-L-leucyl-L-leucyl-L-argininal), 10mM f-glycerolfosfaat) toegevoegd
werd. Na 1h bij 4°C werden de cellysaten afgedraaid (8000rcf bij 4°C) voor 10’ en het
supernatans werd bewaard waarvan 40ul apart gehouden als controle. Een extra stap werd
ingelast voor de D4R-mutanten-MOR dimerisatie waarbij de eiwitconcentratie van de stalen
werd bepaald via de BCA-kit (Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit, Thermo scientific)
zodat alle stalen een vergelijkbare concentratie eiwitten bevatten. De rest van het
supernatans werd 1h bij 4°C geroteerd met 2ug antilichaam per staal. 20ul gewassen parels
(Protein A UltraLink® Resin, Thermo scientific) werd aan elke staal toegevoegd waarna de
stalen overnacht terug bij 4°C geroteerd werden. ‘s Anderendaags werden de stalen
gecentrifugeerd bij 1000rpm voor 1’, het supernatans werd afgezogen en de beads werden
drie maal gewassen met RIPA met telkens een centrifugatiestap tussen elke wasbeurt. Om
de eiwitten van de beads te elueren werd vervolgens 4x laemmli buffer (4% SDS, 20%
glycerol, 62mM Tris-HCl pH 6.8, 0,01% broomfenolblauw) aan de beads en 5x laemmli buffer
(5% SDS, 40% glycerol, 155mM Tris-HCl pH 6.8, 0.025% broomfenolblauw) met vers
dithiothreitol (50mM DTT), aan de controlestalen toegevoegd. Om de eiwitten te
denatureren werden alle stalen voor 10’ bij 37°C opgewarmd waarna op een discontinue
acrylamide SDS-PAGE?’ gel te laden.

5.2. Membraanimmunoprecipitatie

Deze assay komt overeen met een coimmunoprecipitatie van eiwitten gelegen aan de
plamamembraan. Door eerst de eiwitten te detecteren met antilichamen en pas achteraf de
cellen te lyseren worden enkel eiwitten aan de membraan gedetecteerd.

Transiént getransfecteerde HEK293T cellen (2,5 10° cellen) werden gecollecteerd met PBSA,
afgedraaid en heropgelost in D-MEM serum vrij medium (SVM) waarin primair antilichaam
gericht tegen de receptorfusiepeptide (anti-HA 16B12 of anti-flag M2; 1/1000) opgelost
werd. De cellen werden geincubeerd voor 2h bij 37°C, waarna ze gewassen werden met PBS
en gelyseerd in RIPA buffer voor 2h bij 4°C. De cellysaten werden afgedraaid (8000rcf bij 4°C)
voor 10’ en het supernatans werd bewaard. Hiervan werd 40ul apart gehouden als controle.
Aan de rest van het supernatans werd 20ul gewassen Pierce Protein A trysacryl resin beads
toegevoegd waarna de stalen overnacht terug bij 4°C geroteerd werden. ’S Anderendaags
worden de beads gewassen en volgt het protocol dit van de immunoprecipitatie.

DS = natriumdodecylsulfaat
%> SDS-PAGE = natriumdodecylsulfaat-polyacrylamidegelelektroforese
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6. GST ‘pull-down’ assay

HEK293T cellen (2,5 10° cellen/gemiddelde plaat) werden gecollecteerd na 48h transfectie,
met 10ug HA-MOR of pcDNA3 plasmide (controle), en bewaard bij -70°C tot de start van het
experiment. De celpellets werden gelyseerd en voor 30" bij 4°C geincubeerd in
celextractiebuffer (10mM Tris-HCl pH 7.5, 100mM NaCl, 1ImM EDTA, 1mM NaF, 2mM
Na3VO,, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 0.1% SDS, 0.5% deoxycholate) met 1mM PMSF (fenyl
methyl sulfonyl fluoride) en protease inhibitoren (zie immunopreciptatie). De celextracten
werden dan voor 10’ bij 16000 rcf bij 4°C gecentrifugeerd en het bekomen supernatans werd
gebruikt voor de ‘pull-down’ assay. Zoals bij de immunoprecipitatie assay werd ook hier 40ul
supernatans ter controle apart gehouden. Voor de ‘pull-down’ werd het celextract
geincubeerd met 30ug GST (glutathione S-transferase), GST-IC3, GST-C peptiden?® voor 2h
bij 4°C waarna 30ul Glutathion sepharose 4B beads (GE-healthcare) aan de stalen werd
toegevoegd en overnacht geroteerd bij 4°C. 's Anderendaags werden de beads drie maal
gewassen in koude wasbuffer (TBS, 0.1% Triton X-100, en dezelfde protease inhibitoren
gebruikt vor immunopecipitatie). De eiwitten werden van de beads gedenatureerd door ze
1h te incuberen bij 37°C met 40ul 4x laemmli buffer, de supernatans controlestalen in 10ul
5x laemmli buffer met 50mM DTT. De analyse gebeurde door de stalen op acrylamide gel te
laden en via western blot analyse de eiwitten te detecteren. Immunoblotting gebeurde met
anti-HA rat antilichaam (verdunning: 1/2000) gevolgd door het IRDye 800 anti-muis
antilichaam (verdunning: 1/10000).

7. MAPK-fosforylatie en desensitisatie assay

HEK293S cellen (350 000 cellen/well) werden uitgezaaid in 6-well platen en één dag later
getransfecteerd met de calciumfosfaatmethode. Na 48h groei werd het medium op de
cellen minstens 2h voor de start van het experiment ververst met F12-SVM. Voor de
desensitisatie assay werden de cellen eerst geinduceerd door dopamine, quinpirole of
DAMGO (100nM) direct aan het medium toe te voegen 8h voor de tweede inductie van 3’.
Tussen beide inducties werden de cellen gewassen met PBS en nieuw F12-SVM toegevoegd.
Voor de MAPK-fosforylatieassay werd slechts één inductieperiode van 3 met dopamine,
DAMGO of beiden met variérende concentraties (5nM-500nM) uitgevoerd. Na de inducties
werden de cellen driemaal gewassen met koude PBS en bewaard bij -20°C. ’S Anderendaags
werden de cellen gelyseerd met totale lysebuffer (62,5mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10%
glycerol, 0.1% BFB) waaraan vers DTT werd toegevoegd (50mM), waarna ze 1’ gesoniceerd
werden en 10’ bij 95°C gedenatureerd. Hierna werden de stalen op gel geladen worden en
via Western Blot analyse met een antilichaam tegen gefosforyleerd p44/p42-MAPK
(verdunning: 1/1000) gedetecteerd worden.

8. Western Blot analyse

Stalen werden geladen op een discontinue polyacrylamide gel. De gel werd ingezet op 80V
tot de stalen door de stackinggel (5% polyacrylamidegel) gelopen waren waarna de stroom
naar 100V verhoogd werd, zodat de stalen door de scheidingsgel (10% polyacrylamide gel)
zouden migreren. De gel werd overgeblot op nitrocellulose transfer membraan (Whatman®
Protran®) voor 1h bij 100V waarna de membraan voor minimum 1h werd geblokkeerd in
blokkeringsbuffer (1:1 verhouding LI-COR® blocking buffer:TBS). Het ontwikkelen van de

26 GST-fusiepeptiden werden aangemaakt door Jolien Duchou.
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membranen gebeurde met verschillende antilichamen gericht tegen de fusie-peptiden
verdund in LI-COR® blocking buffer:TBS-T? oplossing (1:1 verhouding) en tussen de
verschillende antilichaam inductieperiodes werden de membranen driemaal gewassen met
TBS-T buffer (TBS buffer met 0,05% Tween 20). Visualisatie van de fluorofore antilichamen?®®
gericht tegen het primair antilichaam gebeurde met de ‘Odyssey infrarood scanner’ (LI-COR
Biosciences) en deze van de HRP (horseradish peroxidase)-gebonden antilichamen met de
‘Kodak Image Station 440’ en werd voorafgegaan door een 1’ incubatie van de membraan in
een chemiluminescentie oplossing (Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus,
PerkinElmer Life Sciences, Wellesley, MA, USA).

9. Immunofluorescentie

HEK293T cellen (200 000 cellen/well) werden gezaaid in 6-well platen met dekglazen die
behandeld werden met polylysine. De cellen werden getransfecteerd met de
calciumfosfaatmethode. Voor de internalisatie experimenten werden de cellen, 48h na
transfectie, voor 1h bij 4°C geincubeerd met primair antilichaam tegen de
receptorfusieproteine (FLAG M1, HA 16B12). De antilichamen werden vooraf opgelost in D-
MEM-SVM  (verdunning  1/1000) met 10mM  HEPES  (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineéthaansulfonzuur). De cellen werden voorzichtig gewassen met wasbuffer (voor
1l: 8g NaCl, 3g Tris-HCl, 0,2g KCl, 0,15g CaCl2-2H,0, pH7,2). Internalisatie van de gelabelde
receptoren werd geinduceerd voor 30’ bij 37°C met dopamine of quinpirole (10uM) in
DMEM-SVM met HEPES waarna ze gewassen werden. De gewassen cellen werden gefixeerd
met fixatief (150mM NaCl, 10mM natriumfosfaat pH 7.4, 3.7% formaldehyde) voor 20’ bij
kamertemperatuur en gepermeabiliseerd met Blotto/T-X100 (3% melkpoeder, 1mM CaCl,,
50mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Triton X-100) ook voor 20’ bij kamertemperatuur met tussenin
drie wasstappen van 5’. Uiteindelijk werden de receptoren gevisualiseerd met het secundair
antilichaam (anti-muis Alexa 488), dat 1/500 verdund werd in Blotto, door de cellen voor 20’
te incuberen in het donker. De kernen werden gevisualiseerd door de cellen 5’ te incuberen
met 4’,6-diamidino-2-fenylindole (DAPI). De dekglazen werden op draagglazen gemonteerd
met Mowiol en geanalyseerd met de Axiocam 200 microscoop (Zeiss; Thornwood, NY).

10.Kwantitatieve PCR (QPCR): primer test

MOR mRNA expressie levels werden bepaald via QPCR via een LightCycler 480 SW 1.5
instrument (Biorad). Aan 0,5ug mRNA®”’ werd 1ul oligo(dT) primers toegevoegd en
aangelengd met DEPC* -water tot 16,5ul. Dit werd voor 10’ bij 70°C gebracht voor primer
binding. Na afkoeling werd aan dit mengsel mmlv RT buffer (Promega), 1ul M-MLV reverse
transcriptase (Promega), Rnasin®"' (Promega), DTT (100mM), 2, dNTP’s (200uM van elk)
toegevoegd met een finaal volume van 30ul. De reverse transcriptase reactie vindt plaats
gedurende 1h bij 42°C. Hierna wordt het reactiemengsel voor 10’ bij 95°C gebracht voor het
inactiveren van het RT-enzyme. Het afgekoeld reactie mengsel kan bij -20°C bewaard
worden.

%’ TBS-T: TBS-buffer met 0,05% Tween 20.
*®Een lijst met de gebruikt antilichamen kan teruggevonden worden in Tabel 2

> mRNA bekomen na totale RNA extractie uit onbehandelde SH-SY5Y celllen, uitgevoerd door Jolien Duchou.
*° DEPC = RNase inhibitor.
** Rnasin = zoogdier RNase inhibitor.
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Voor de QPCR werd er 5ul cDNA samen met Platinum SYBR® Green QPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen) gebruikt in een finaal volume van 15ul. Volgende primers werden gebruikt voor
amplificatie van hMOR cDNA, een sense primer (5'-CTGGGTCAACTTGTCCCACT-3’) en een
antisense primer (5’-TGGAGTAGAGGGCCATGATC-3’). Zo werden fragmenten van 146-bp
(327-472 bp) gevormd (Bedini et al., 2008).0m de specificiteit van de primers na te gaan
werd er een dilutiereeks van cDNA gemaakt (1/5; 1/25; 1/125; 1/625). Ter controle werden
mastermix met bidi (zonder cDNA getest). Elke verdunning werd in drievoud op de plaat
geladen. PCR werd gestart bij een préincubatie van 95°C voor 5. 45 PCR cycli bestaat uit
denaturate bij 95°C voor 10" en primerbinding voor 10" bij 60°C en elongatie bij 72°C voor
10”. De smeltcurve start bij 95°C (5”) gevolgd door 1’ bij 65°C waarna de temperatuur
geleidelijk naar 97°C stijgt (0,11°C/seconde).

Antilichaam Species | Firma Verdunning
Anti-P-p44/p42 Rabbit | Cell signaling technology 1/1000
MAPK (T202/Y204)

Anti-tubuline (T6) | Muis Sigma 1/1000
Anti-HA (16B12) Muis Covance Research products, Berkley, CA, USA 1/5000
Anti-flag (M2) Muis Sigma 1/5000
Anti-flag-HRP Konijn | Sigma 1/2000
Anti-GFP Muis Invitrogen 1/5000
Anti-GFP-HRP Geit Abcam 1/1000
Anti-muis HRP (L) | Geit Jackson Immunoresearch 1/2000
Anti-HA Rat Roche diagnostics 1/2000
Anti-MOR Rabbit | Calbiochem 1/2000
Secundaire Geit Secundaire infrarood (rood of groen) probe- 1/10000-
antilichamen gelabelde anti-muis LI-COR biosciences 1/20000
Alexa fluo® 488 | Geit Invitrogen 1/500*
anti-muis (H+L)

Tabel 2. Overzicht van gebruikte antilichamen (*=Immunofluorescentie)
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Protocols

1.1. Weefselcultuur
1.1.1. Cellen splitsen

Materiaal
o Cellen losmaken met trypsin:
e 400ml EDTA
* 50ml Trypsine (wordt in de -20°C bewaard)
o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM)/F12 maken (per 1liter):
e 10% foetaal kalfserum (FKS)
e 10ml glutamine
e 2ml Penicilline / Streptomicine Oplossing (1ml in gekocht medium)

o Gebruik D-MEM medium voor HEK293T cellen en F12 voor HEK293S cellen

Methode
Medium in een warmwaterbad op 37°C voor 30’
Flow 15’ voor start aanzetten zodat de lucht zeker gezuiverd is
Zet eerst alles klaar + spuiten met ethanol -> 3’ laten inwerken
Bekijk de cellen en het medium onder de microscoop om na te gaan indien er geen
onzuiverheden in zitten
Zuig het medium af aan de kant zonder cellen met een pasteur-pipet
Pipeteer 10ml trypsine/EDTA in de reuzenfalcon, sluit goed en sla de cellen los (niet
direct op cellen pipeteren)
Controleer met de microscoop indien alle cellen goed los zitten
Neutraliseer met 10ml medium + homogeniseren (op en neer pipeteren)
Splits de cellen uit 1/10 in een nieuwe falcon met 50ml medium (+2ml “cel-oplossing”:
cellen liggen in 20ml medium dus 1/10 splitsen is 2ml nemen)

10. Zorg dat de dop van de falcon een kwartslag open is voor je ze in de incubator plaatst

e wN e

N o

1.1.2. Cellen tellen

Verzamel de rest van de falcon in 50ml buis

Draai de cellen af (900 toeren voor 5’ voor adherende cellen)

Zuig het medium af

Voeg nieuw medium toe

Meng het medium en uitgezakte cellen en breng 20ul over in een epje + 180ul trypan
blue (GIFTIG)

Maak de telkamer schoon en stel op (newtonring)

10ul celoplossing per raster zonder luchtbellen

Tel de 9 vakken en vul in in formule=[n x (verdunningsfactor) x 10000]/9 = # cellen/ml

1.1.3. Uitzaaien van cellen

Homogeniseer de cellen voor ze te verdunnen

Bereken hoeveel oplossing je nodig hebt, er moet in totaal 10ml per gemiddelde plaat;
3ml per well in 6-well plaat; 1mlin 24 well plaat; 20ml voor een reuzeplaat

Schrijf de platen: datum,naam,cellijn(boven+onder) en plaatnummer
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4. Giet de platen en meng (cirkels + achtbeweging)
5. Bekijk onder de microscoop indien je cellen ziet
6. Platen in incubator

1.2.Plasmiden en constructen

Plasmiden: pcDNA3 met MOR-YFP, HA-D4.0R, HA-D4.2R, HA-D4.4R, HA-D4.AAR, HA-D2L,
flag-D2S, pE-GFP

Glutathione S-transferase (GST)-fusie proteinen: C-terminale staart en IC3 van D4R

Pfu DNA polymerase (Promega, madison WI USA)

Pfu 10x buffer (Promega, madison WI USA)

MgCl2 25mM (Promega, madison WI USA)

dCTP,dGTP,dTTP,dATP 100mM (Promega, madison WI USA)

HA-tag -> Hemagglutinine peptide uit H.influenze: 5'-TACCCATACGATGTTCCAGATTACGCT-3'
FLAG-tag -> Synthetisch peptide: 5'-GATTACAAGGATGACGACGATAAG-3’

Klonering

1. PCR receptor uit vector (50ul)

Overbrengen van D4.0 en D4dd mutanten van pcDNA3 in Rluc vector voor BRET assay
* Maak PCR mastermix:

o PCR buffer 10x

o MgCl 1,5mM

o dNTP mix 200uM van elk

o primers (100uM) 0,5uM van elk

o Bidi aanvullen tot 48ul per reactie
* plasmide 200ng

* 48ul mastermix per staal + 1ul polymerase + 1ul plasmide oplossing

* Gebruikt primers werden overgenomen uit (Borroto-Escuela, et al., 2010)
2. Laad PCR product op agarose gel om na te gaan als primers OK

* Maak agarose gel (200ml)

o Agarose 1,2%

o TBE buffer (10x) 1x

o Bidi aanvullen tot 200ml
o Verwarmen in microgolf tot alles opgelost is
o Giet de gel

o Laatstollen
* Laad de stalen op gel (gel in TBE 1x buffer)
o 10wl PCR staal
o 3ulladingsbuffer
o in1%laan 13ul lambda ladder
o loop de gel voor +/- 1h op 120V
* ontwikkel de gel voor 20’ in EtBr
* spoel de gel in water
* visualiseer de bandjes onder UV licht + neem foto
3. Zuiver PCR reactie op (kit: Nucleospin)
* Mix 2 volumes buffer NT met 1 volume staal
* Bring mengsel op kolom
¢ 1’ afdraaien bij 11000g
* wassen met 600ul NT3
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e 2’ extra afdraaien bij 11000g
* elueer met 35ul buffer NE in nieuw epje
* 1’ laten staan
¢ 1’ afdraaien bij 11000g
4. Laadt 3ul opgezuiverd DNA op gel om zeker te zijn dat het correcte fragment werd
opgezuiverd
5. In pCR-Blunt II-TOPO vector kloneren
a. Maak mix

o 1wl zoutoplossing
o 4ul PCR product
o 1wl Topo vector

b. voorzichtig op en neer pipeteren
c. 10’ laten staan op kamertemperatuur
d. staal opijs zetten
6. Transformeren in MC-1061 E.coli stam
7. Opzuiveren met Birnboim protocol
¢ 1,5 ml opgegroeide cultuur naar epje brengen
¢ 5 min 3000 rpm
e Pellet resuspenderen in 200 ul TEG &#61664; schuddend voor 5 min
© 200 pl NaOH/SDS toevoegen (1ml NaOH, 1ml 10%SDS, 8ml bidi)
e Opmengen en 5 min rusten
® 200 pl 3M KoAc toevoegen
e Omwentelen en 5 min op kt
* 600 pl fenol/chloroform/isoamylalchoholoplossing toevoegen
e Zeer goed mengen
* 5 min 14000 rpm 4°C
* Bovenste fase naar nieuw epje
¢ 600 ul isopropanol toevoegen
e Krachtig mengen
¢ 15 min 14000 rpm 4°C
e Pellet wassen met 500 ul 70% EtOH
* 5 min 14000 rpm 4°C
e Drogen aan lucht; 50 ul Bidi toevoegen
1. Lysering overnacht bij 37°C (50ul)

= Receptor

o PCR-product 25ul
o Xhol 2,5ul
o EcoRI 2,5ul
o Buffer4 10x
o BSA 100x
o Bidi tot 50ul

* Vector (cMyc D4.2 pRluc)
o Vector 10ug
o Nhel 3ul
o EcoRI 3ul
o Buffer4 10x
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6.
7.

8.

o BSA 100x
Bidi tot 50ulVolledige lygatiereactie op gel laden
DNA-fragmenten uitsnijden
Opzuiveren van DNA met kit (Nucleospin)
* Per 100mg gel voeg 200ul NT buffer
* 10’ incuberen bij 50°C
* over kolom brengen
¢ 1’ afdraaien bij 11000g
* wassen met 600ul NT3 buffer
¢ 1’ afdraaien bij 11000g
e 2’ extra afdraaien bij 11000g
* voeg 40ul NE buffer toe voor elueren van kolom
* 1’ laten staan
¢ 1’ afdraaien bij 11000g
Laadt 3ul opgezuiverd DNA op gel om zeker te zijn dat het correcte fragment werd
opgezuiverd
Meet concentratie met Nanodrop
Ligatie
* ‘savonds inzetten van ligantie in Rluc vector, 2 opstellingen:
o 20ul totaal
2ul 10x T4 DNA ligase buffer
2ul (10uM)10x spermidine
2ul (10mM)10x rATP
2ul T4 DNA lygase

2ul vector fragment
8ul insert fragment
2ul Bidi

Vectoren transformeren in E.coli stammen op AB platen (Kanamycine)

1.3. Calciumfosfaattransfectie.

1. Cellen transfecteren die gezaaid werden in platen de dag voordien
2. Ververs het medium (10% FKS) met 1,8ml/6well; 9ml/gemiddelde plaat
3. Maak evenveel van de 2 mixen per transfectie: BS/HEPES en Mix (dit moet omdat er
zich anders neerslag vormt)
4. Maak 2xBS/HEPES (0,5ml/gem.plaat of 100ul/6well)
5. Maak Mix:
e 20ul/6well 100ul/gem.plaat CaCl,
* 2ug/6well 10ug/gem.plaat DNA
(zorg dat je hoeveelheid totale DNA in elk epje hetzelfde is)
* vul aan tot gewenste hoeveelheid met 0,1% TE-buffer -> meng
6. Met gele tip voeg je druppelsgewijs de Mix een BS/HEPES toe
Meng hevig (lucht in blazen)
8. Voeg volledige superMix aan de cellen toe (1ml/gemiddelde plaat en 200ul/6well)
(vergeet de platen niet de schrijven en pipeteer langs de rand)
9. Meng plaat via 8-beweging
10. Incubeer de platen voor 6h in 37°C CO, incubator

.

67



BlLAGE

11. Ververs het medium +10%FKS op einde van de dag en verder gegroeid in de
incubator tot confluentie.

1.4.GST-tag experiment

DAG-A

1.Transformeer MC1061 stammen met GST-fusie constructen van de D4R (C-term + IC3)

2.Lyseer de stammen

3.Behoud supernatans met GST-eiwitten

WERK op ijs!!!!

DAG1

1.We starten met pellet van cellen die bewaard worden op -70°C in 15ml buisjes

2.Maak extractiebuffer afh. van het aantal stalen en hoeveel je ervan nodig hebt,
vergeet de wasstappen niet.

3.Ingevroren getransformeerde HEK293T cellen met MOR of pcDNA3 worden gelyseerd

met extractiebuffer

Cell extractiebuffer op 4°C bewaren(50ml):

NaCl (stock 5M)

Tris-HCl pH 7,4 (stock 1M)

1% NP40 (10x stock)

SDS (natriumdodecylsuflaat) (stock 10%)
EDTA

NaF

NaV03

Triton X-100

glycerol

* =>aanvullen tot 250ml met bidi (=50ml)

e 100mM
e 10mM
e 25ml
* 0,1%
e 1mM
e 1mM
e 2mM
e 1%

e 10%

* 0,5%
e 1mM

* protease en fosfatase inhibitoren

DOC
PMSF
o 1x Aproteine (100x)
o 1x Pefabloc (200x)
o 1/1000 Leupeptine (1000x)
o 1x B-glycerolfosfaat (100x)

4.Celpellet resuspenderen en lyseren in 500ul RIPA

5.0verbrengen in epjes
6.30’ bij 4°C ronddraaien

7.afdraaien bij 16000 rcf bij 4°C voor 10’

8.het supernatans bevat de proteinen en worden verdeeld over 2 rijen epjes: 1 voor
lysaat (SN = 40ul op ijs)

9.20ul GST-fusieproteinen aan alle stalen toegevoegd, stalen 2h bij 4°C

10. Glutathion Sepharose 4 beads voorbereiding: Per staal is 30ul beadvolume nodig. Dit
volume wordt geschat door beadsuspensie te centrifugeren voor 1 mininuut aan
1000 rpm bij 4°C: de pellet geeft een idee over het effectieve beadvolume.

11. De beads worden geresuspendeerd in 1ml extractie-buffer en gehomogeniseerd
door goed op en neer te pipetteren. Vervolgens wordt de suspensie gecentrifugeerd
voor 1’ aan 1000rpm bij 4°C, waarna het supernatans wordt afgenomen. Deze stap
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wordt 3x herhaald. De beads worden als laatst in (20ul/staal)+100ul
geresuspendeerd.

12. Na incubatie van het primaire antilichaam wordt per staal 30l effectief beadvolume
toegevoegd aan het supernatans. (Dit is dus 45ul beadoplossing per staal). Het
supernatans wordt overnacht geroteerd bij 4°C.

DAG3
KOEL DE CENTRIFUGE

13. Maak de extractiebuffer: (3ml x #stalen)

14. De beads worden 3x gewassen met extractiebuffer (1ml/epje) met telkens een
centrifugatiestap ertussen (1min bij 1000rpm) op 4°C

15. Deze beads kunnen droog in de -20°C bewaard worden

MAAK DE GELS

16. Maak leammli buffers:

a. Beads: 4x leammli 40ul x #stalen
SN: 5x leammli 10ul x #stalen
b. Beads: 4x leammli: + DTT (2,5ul x #stalen)
SN: 5x leammli: + DTT (2,5ul x #stalen)
Van deze oplossing wordt er:
c. Beads: 4x leammli 42,5ul/staal (start met experiment en einig met controle!)
SN: 5x leammli 12,5ul/staal

17. Denatureer de stalen door ze 10min bij 37°C te houden(in heatblock)

18. Dit mag dan op Gel geladen worden (3ul ladder=Page Ruler™ Prestained protein
ladder(lade 9 van diepvries vooraan in doosje merkers); 25ul staal(geen beads
meenemen))

19. Gel lopen in elektroforesebuffer voor +/-10min bij 80V (tot de eiwitten door de
stacking gel gelopen zijn) en dan tot ze door de gel zijn bij 100V, alles op 250mA

(membraan-)Coimmunoprecipitatie.

WERK op ijs!!!!
DAG1
1.HEK293T cellen worden gegroeid tot confluentie in medium platen

a. Induceer de cellen
b. Laat de cellen 30’ in incubator (tijd om te internaliseren)

2.Neem een aantal platen mee naar de bench in het labo

3.Zuig medium af +5ml PBSA (4°C) (pipeteer langs de kant zodat de cellen niet
loskomen) ronddraaien, afzuigen +PBSA; afzuigen ; +PBSA(op laten)

4.Platen bewaren in koelkast (1 op bench)

5.Alle cellen losspuiten met PBSA die erop ligt en overbrengen naar 15ml-buis

6.Afdraaien op 1000 rcf; 5’ bij 4°C

7.PBSA afzuigen

8.Invriezen op -70°C

a. Indien membraan IP -> verder werken
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DAG2

+ prim Ab (1/1000) reken 1ml per celpellet verdunnen in SVM
resuspendeer cellen in 1ml Ab oplossing

overbrengen naar epje

roteren voor 2h bij 4°C (centrifuge op 4°C instellen)

stalen afdraaien voor 10’ bij 4°C, 8000 rcf

medium afzuigen

resuspenderen in 400ul RIPA

2h roteren op 4°C

stalen afdraaien voor 10’ bij 4°C, 8000 rcf

beadsoplossing maken en toevoegen: (20ul beads/staal)+100ul RIPA =>
35ul/staal

I. overnacht roteren bij 4°C

m. ga verder met DAG 3

AT T T@ 0 a0 o

Koel de centrifuge, ga ijs halen
9.We starten met pellet van cellen die bewaard worden op -70°C in 15ml buisjes

10.
11.
12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

Maak RIPA afh. Van het aantal stalen en hoeveel je ervan nodig hebt, vergeet de
wasstappen niet. Kan bewaard worden bij 4°C

Celpellet + 400ul RIPA (afhankelijk van hoe groot de pellet tussen 300-400ul)
Overbrengen in epjes

1h bij 4°C ronddraaien

afdraaien bij 8000 rcf bij 4°C voor 10’

het supernatans bevat de proteinen en worden verdeeld over 2 rijen epjes: 1 voor
lysaat (SN = 40ul op ijs) en 1 voor de ColP

BCA-proteine concentratie bepaling (pierce BCA protein assay kit):
a. Neem plaat uit weefselkamer en BCA-kit uit productenkamer en standaarden bij
Béa (blauwe doos in diepvries)

Reken 100ul reagentA/(#staal+#stand.+1)

In plaat 12,5ul standaard/staal

Aan Reagent A 1/50 Reagent B toevoegen (op het laatste)
100ul oplossing / well toevoegen

plaat voor 30minuten op 37°C

meet

verdun naar de laagste concentratie proteine in staal

verdeel in 2 epjes (SN en IP), ga verder met protocol

TSm0 o 0T

antilichamen worden bewaard bij Béa (rood bakje) en er wordt 2ul ervan aan alle
ColP stalen toegevoegd, stalen 1h bij 4°C

Beads voorbereiding: Per staal is 20ul beadvolume nodig. Dit volume wordt geschat
door beadsuspensie te centrifugeren voor 1’ aan 1000 rpm bij 4°C: de pellet geeft
een idee over het effectieve beadvolume.

De beads worden geresuspendeerd in 1ml RIPA-buffer en gehomogeniseerd door
goed op en neer te pipetteren. Vervolgens wordt de suspensie gecentrifugeerd voor
1’ aan 1000 rpm bij 4°C, waarna het supernatans wordt afgenomen. Deze stap wordt
3x herhaald. De beads worden als laatst in (20ul/staal)+100ul geresuspendeerd

Na incubatie van het primaire antilichaam wordt per staal 20ul effectief beadvolume
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toegevoegd aan het supernatans. (Dit is dus 35ul beadoplossing per staal) Het
supernatans wordt overnacht geroteerd bij 4°C.
DAG3
KOEL DE CENTRIFUGE
20. Maak de RIPA: (3ml x #stalen)
21. De beads worden 3x gewassen met RIPA (1ml/epje) met telkens een
centrifugatiestap ertussen (1’ bij 1000rpm) op 4°C
22. Deze beads kunnen droog in de -20°C bewaard worden
MAAK DE GELS
23. Maak leammli buffers:
a. Beads: 4x leammli 40ul x #stalen
SN: 5x leammli 10ul x #stalen
b. Beads: 4x leammli: + DTT (2,5ul x #stalen)
SN: 5x leammli: + DTT (2,5ul x #stalen)
Van deze oplossing wordt er:
c. Beads: 4x leammli 42,5ul/staal (start met experiment en eindig met
controle!)
SN: 5x leammli 12,5ul/staal
24. Denatureer de stalen door ze 10min bij 37°C te houden(in heatblock)
25. Dit mag dan op gel geladen worden (3ul ladder=Page Ruler™ Prestained protein
ladder)
Gel lopen in elektroforesebuffer voor +/-10’ bij 80V (tot de eiwitten door de stacking gel
gelopen zijn) en dan tot ze door de gel zijn bij 100V, alles op 250mA

1.5. MAPK-fosforylatie en desensitisatie assay.

We starten met getransfecteerde cellen uitgezaaid in 6-well platen

1. Deze cellen moeten 2h voor start experiment overgezet worden in serum-vrij
medium, omdat het serum zou kunnen interageren met het experiment (500ul
HEPES (1M) in 50m| medium)

2. We gaan kijken naar MAPK-fosforylatie in aanwezigheid van verschillende
(ant)agonisten

3. Deze moeten correct verdund worden en dopamine (DA) moet nog afgewogen
worden en verdund in medium en het moet afgescherm worden van licht via
zilverpapier

4. Zorg ervoor dat alle wells even lang (3’) geinduceerd worden (alles klaarleggen voor
start)

5. Pipeteer de nodige concentraties in de wells en hou rekening met het feit dat 2ul
nog eens 1000x verdunt wordt in 2ml serum-vrij medium dat reeds op de cellen ligt.
Bij gebruik van antagonist + agonist in 1 well -> eerst toevoegen van antagonist en
dan pas agonist

6. Medium opzuigen en was de cellen (voorzichtig) met 2ml PBSA (4°C), mengen,
afzuigen, + PBSA

7. Ga naar bench in labo, cellen afzuigen en droog op -20°C bewaren

DAG2: WERK op ijs!
8. Cellen lyseren: maak een totaal lyse van de cellen die geinduceerd werden
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9. Hiervoor gebruikt men 200ul lysebuffer dat men aan elke well van de 6-wellplaat
toevoegd, schraap de cellen goed los met de tip van je pipet tot een viskeus geheel
gevorm wordt en pipeteer over in epje dat op ijs staat

10. Soniceren van de epjes voor 1’ zodat alles goed afgebroken wordt (membranen
breken)

11. Kook de stalen op voor 5’ bij 95°C (denaturatie)

12. Draai de epjes af

13. Ze zijn klaar voor opladen op gel

1.6. Western Blot analyse.

Blotten
Er mag NIET aan de nitrocellulosemembraan gekomen worden met de handen!
1.Nadat de gel afgelopen zijn, zet je de machine uit en berijd je al je materiaal voor:
watmann, spons, transferbuffer, membraan (5x8,5cm) met naam in
rechterbovenhoek, pincet, houder, bak met transfer buffer
2.In de transferbuffer mogen: Membraan, 6watmann/gel, sponzen
3.0pstelling: spons, watmann,gel, membraan,watmann, spons
4.Er wordt gerold met een glazen staafje tussen elke stap; Zorg dat de gel correct
opgesteld is
5.Sluit houder, zet in bak met transfervloeistof en ijsblok
6.Loop blot voor 1h op 100V
Ontwikkelen van de blots
7.Haal de blots uit opstelling
8.Zet ze een doosje(gewassen met ethanol)
9.5ml/gel blockingsbuffer; 1h laten staan op kamer temperatuur of overnacht op 4°C op
schudder
10. 3X (5’ op schudder op KT) wassen met TBS-T
11. 1h, 5ml primair Ab/gel (oplossing in 50/50: TBS-T/licor=blockingbuffer)
12. 3X (5’ op schudder op KT) wassen met TBS-T
13. 1h Secundair antilichaam oplossen in TBS-T-licor werk in donker!
14. 3X (5’ op schudder op KT) wassen met TBS-T
15. Blots bewaren op TBS-T

Blots-strippen
Dit protocol dient om nieuw antilichaam op een reeds gebruikte blot te kunnen doen

1.Newblot -> 5x verdunnen in Bidi (maak 5ml/blot)

2.Uitvoeren protocol op frigo

3.Check onder odessey, gels in koude PBSA (extra wasvermogen)
4.Blot blockeren voor 30" + 3x wassen in TBS-T

5.0p de blot kan nu een nieuw antilichaam gedaan worden
6.Blot die je wil bewaren, kunnen in TBS op 4°C

1.7.Immunofluorescentie.

1. Werk op getransfecteerde cellen gegroeid in 6-well platen op coverslips (behandelt
met polylysine zodat de cellen beter adheren)
2. Zuig serum-Medium van cellen
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3. Los de prim. antilichamen (1/1000) op in serum-vrij medium met HEPES
(500ul/50ml)

4. Voeg toe aan droogstaande cellen (500ul/well) voor 1h bij 4°C

Was cellen met wasbuffer (1ml)

6. Induceer de cellen met DA, DAMGO, QP,...(1ml/well) oplossen in SFM voor 30’ bij
37°C (internalisatie)

a. Maak fixatief (50ml)
b. Draagglas wassen met ethanol

7. Was cellen met wasbuffer

8. Cellen fixeren met 1ml fixatief voor 20’ in trekkast met veiligheidsbril

9. Fixatief (Formaldehyde) weg (in speciaal bakje in trekkast)

10. Cellen 3x wassen met wasbuffer voor 5’

11. + 100ul/well Blotto Triton-X100 op coverslip druppelen voor 20’ (wanneer
intracellulaire kleuring beoogd wordt. Analyse gebeurt met behulp van een
fluorescentiemicroscoop; zelf te maken want melk wordt zuur)

12. cellen 3x wassen voor 5" met wasbuffer

13. sec ab(1/500), 100ul/well verdund in Blotto oplossing op slides druppelen binding in
donker voor 20’

14. 3x 5’ wassen

15. DAPI maken in TREKKAST + donker: 1/1000 verdunnen in wasbuffer(1ml) -> 1ul DAPI

16. 100ul DAPI druppelen op cellen en 5’ (NIET langer) in donker

17. Cellen 3x 5" wassen met wasbuffer (buffer op cellen laten)

18. Monteren: 2 druppels mowitol/draagglas (geen luchtbellen) -> draagglas opdruppel
laten vallen met cellen naar beneden (gebruik naald en pincet; cellen afdippen op
papier)

19. Coverslip vastmaken met nagellak

20. Papier tussen boek en boek op 4°C tot droog

21. Meeting op microscoop

22. Draagglas op houder (rood op rood)

23. Start linksonder

24. Tafel steeds naar beneden

25. Objectie 36x met olie op lens

26. Vindt cellen (instellingen op dapi)

27. Kijk naar GFP voor transfectie

28. Fluorescentie uit als je niet kijkt

29. Les kuisen na gebruik

u

1.8.Bacterién transformeren

Werk bij een vlam

1.

NouswN

Men mag maximaal 100ng plasmiden/100ul bacterie transformeren -> plasmiden zijn
lug/ul opgelost dus moet er 1000x verdund worden: 1ul plasmide + 99ul Bidi
Hiervan 10ul bij 100ul bacterién(op ijs houden)

Tik epje om te mengen en 30’ laten staan op ijs

Heatshock: 1’ bij 38°C in warmwaterbad

20’ opijs

+900ul LB(dat gepaste antibiotica bevat)

1h schudden bij 37°C
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8. uitplaten (100ul en 200ul)

9. overnacht op 37°C laten groeien

10. oppikken van een kolonie en uitgroeien in 3ml LB (met gepaste antibiotica)
11. volledige dag laten uitroeien in schudder bij 37°C

12. op einde van de dag overbrengen in 150m| medium

13. overnacht groeien bij 37°C in schudder

14. overbrengen naar plastieke tubes + wegen

15. in evenwicht brengen

16. afdraaien in grote centrifuge

17. medium afgieten

18. bewaren bij -20°C tot opzuivering

19. opzuivering van plasmiden met Quiagen plasmid maxi kit
BUFFERS

Falcon
» Reuze falcon(175cm?):
o 50ml medium
o 10ml trypsin/EDTA
o 10ml neutralisatie medium
o 2ml overbrengen om te splitsen

= Gemiddelde falcon(75cm?):
o 15ml medium
o 5mltrypsin/EDTA
o 5ml neutralisatie medium
o 1ml overbrengen om te splitsen
= Kleine falkon(25cm?):
o 5ml medium
o 2mltrypsin/EDTA
o 2ml neutralisatie medium
o 0,4ml overbrengen om te splitsen
Uitzaaien
¢ 96-well 50 000 cellen
* 6-well+CS 200 000 cellen (CS = coverslip)
e 6-well 350 000 cellen
e gem.schaal 2500000 cellen

5x laemmli buffer (voor lysaten)
e 25ml 10% SDS
e 20ml 100% glycerol
e 1,25ml1% broomphenolblauw
e 7,75ml 1M TrisHCI pH 6,8
5x laemmli lyseren ->2,5ul
= 10ul DTT

4x laemmli buffer (voor beads)
e 20ml 10% SDS
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e 10ml 100% glycerol

* 0,05ml1% broomphenolblauw
e 31ml 1M TrisHCI pH 6,8
5x laemmli lyseren -> 2,5ul

= 50ul DTT

radioimmunoprecipitatie assay buffer (RIPA-buffer) 250ml op 4°C bewaren:

e 7,5ml 150mM NaCl (stock 5M)
e 12,5ml 50mM TrisHCI pH 7,5 (stock 1M)
e 25ml 1% NP40 (10x stock)

* 2,5ml 0,1%

SDS (natriumdodecylsuflaat) (stock 10%)

* =>aanvullen tot 250ml met bidi (= 202,5ml)

* 0,5% DOC (natriumdeoxycholinezuur toevoegen op dag van
experiment, detergent, Acrds organics, bruin flesje in productenkamer)
* protease en fosfatase inhibitoren

De buffer wordt op ijs bewaard.

o 1x Aproteine

o 1x Pefabloc

o 1/1000 Leupeptine

o 1x B-glycerolfosfaat

Voor 2 gels! 10% Acrylamide/Bisacrylamide (AA/BAA) SDS-PAGE scheidingsgel (5 ml/gel)

TrisHCI pH 8.8 (stock 1,5M)

*4,7ml Bidi

*2,5ml 1,5M

*0,1ml 0.1% SDS (stock 10%)
*2,6ml 10%

«0,1ml  1/100
« 10ul 1/1000

acrylamide/bisacrylamide
ammoniumpersulfaat (APS)
N,N,N,N-tetramethylethyleendiamine (TEMED)

De gel begint te polymeriseren wanneer het APS wordt toegevoegd. Deze
toevoeging gebeurt dus pas wanneer de gel klaar is om gegoten te worden.

Voor 2 gels! 5% AA/BAA SDS-PAGE stacking gel (2.1ml/gel)

*3ml
*1,2ml 1,90M
*0,05ml 0.1%

Bidi
TrisHCI pH 6.8 (stock 0,5M)
SDS

*0,625ml 5%
«0,05ml  1/100
*5ul 1/1000

acrylamide/bisacrylamide
ammoniumpersulfaat (APS)
N,N,N,N-tetramethylethyleendiamine (TEMED)

De gel begint te polymeriseren wanneer het APS wordt toegevoegd. Deze
toevoeging gebeurt dus pas wanneer de gel klaar is om gegoten te worden.

1x Elektroforesebuffer voor de SDS-PAGE

e 49,53mM Tris base

e 383,64mM Glycine
e 3,47mM SDS
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1x Transferbuffer voor western blotting
e 38,63mM Glycine
e 47,88mM Tris base
e 1,18mM SDS
e 20% (v/v) methanol

Blocking buffer (TBS/Licor)

e 20mM TrisHCl pH 7,5

e 137mM NaCl

s 5% melkpoeder

e +1/2 Licor blocking buffer

Wasbuffer (=TBS-T)

e 20mM TrisHCl pH 7,5
e 137mM NaCl
* 0,05% Tween20

(Ant)agonisten:
DRD4: + DA

- L745870, Halloperidol
MOR: + DAMGO

- Naloxone

Lysebuffer (totaallyse)

* 62,6mM TrisHCI pH 6,8

* 2% SDS

e 10% Glycerol

* 0,1% BFB

¢ 50mM DTT (stock aan 1M moet dus 20x verdund worden) pas op laatste
toevoegen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) met 10% foetaal kalfsserum (FKS)
* 900ml D-MEM
* 100ml FKS
* Indien de buffer ouder is dan een maand: +10ml glutamine (100x stockoplossing)
* 2ml penicilline
Het medium wordt gehomogeniseerd

0.1x TE-buffer
e 10mM TrisHCl pH 7,6
e 1mM EDTA
Buffer wordt ge-autoclaveerd

2x BS/HEPES buffer

e 25mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineéthaansulfonzuu)
e 273,79mM NaCl
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* 9,93mM KCl

e 1,61mM NaHPO4.12H,0

e 11,10mM Dextrose

Op pH 7,05 brengen met NaOH en filtersteriliseren.

Fixatief (50ml) mag 1week na maken nog gebruikt worden
e 150mM NaCl
e 10mM Natriumfosfaat pH 7,4 (10x)
*  3,7%(5ml) 37% formaldehyde (werk steeds in TREKKAST met bril)

IF wasbuffer

* 8g NaCl
* 3g Tris
e 0,2g Kdcl

* 0,15g CaCl,-2H,0
* ->aanlengen met Bidi tot 1l
pH op 7,2 (met HCI)

Blotto

* 3% melkpoeder

e 1mM CaCl2

*  50mM Tris HCIl ph7,5
->aanlengegn tot 10ml met Bidi

Blotto-T-X100
* Blotto
* 0,1% triton X-100
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