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ABSTRACT

The role of protein kinase ¢ (PKC) isozymes in phorbol myristate acetate (PMA)-
induced sphingosine 1-phosphate (S1P) receptor 1 (S1P:) phosphorylation was
studied. Activation of S1P; receptors induced an immediate increase in intracellular
calcium which was blocked by preincubation with PMA. Both S1P and PMA were able to
increase S1P1 phosphorylation in a concentration- and time-dependent fashion. Down
regulation of PKC (overnight incubation with PMA) blocked the subsequent effect of the
phorbol ester on S1P; phosphorylation, without decreasing that of the natural agonist.
Pharmacological inhibition of PKC o prevented the effects of PMA on S1P-triggered
intracellular calcium increase and on S1P:i phosphorylation; no such effect was
observed on the effects of the sphingolipid agonist. The presence of PKC a and
isoforms in S1P; immunoprecipitates was evidenced by Western blotting. Additionally,
expression of dominant-negative mutants of PKC a or  and knockdown of these
isozymes using short hairpin RNA, markedly attenuated PMA-induced S1P:
phosphorylation.

Our results indicate that the classical isoforms, mainly PKC a and to a lesser extent PKC

B, mediate phosphorylation and desensitization of S1P;.

Key words: sphingosine-1-phosphate, S1P, sphingosine-1-phosphate receptor 1;
S1P1, receptor phosphorylation, protein kinase C, PKC.

Abbreviations used: S1Pi1, sphingosine-1-phosphate receptor 1; S1P,
sphingosine-1-phosphate; PKC, protein kinase C; GFP, green fluorescent protein, GRK, G
protein-coupled receptor kinase; short hairpin RNA, shRNA.



RESUMEN

La esfingosina-1-fosfato (S1P) es una molécula bioactiva que ha despertado gran interés en la
investigacidn basica y clinica por su participacidn en la diferenciacion, proliferacion, motilidad
y sobrevivencia celular. La S1P es secretada por plaquetas activadas y mastocitos, entre otras
células, y se asocia a lipoproteinas y albimina para circular por el torrente sanguineo. Ejerce
sus funciones principalmente como ligando de una familia de cinco receptores de lipidos,
acoplados a proteinas G conocidos como Edg’s (por Endothelial differentiation gene). E1 Edg1 o
S1P; se acopla preferentemente a la familia de proteinas heterotriméricas Gis,, por lo que
algunas moléculas cascada abajo en su sefalizacién son la PLCB, PKC, las MAP cinasas, AKT y
Racl. Hoy se sabe que el receptor tiene un papel en la angiogénesis, en la regulacion de la
tonicidad y permeabilidad vascular, neurogénesis y en el control del egreso de linfocitos
activados de los nddulos linfaticos. La importancia de la S1P como molécula sefializadora, y de
su receptor S1P;, en tantos procesos fisiolégicos, hace que su regulaciéon sea un blanco
terapéutico interesante. Se ha demostrado que la activacién por S1P, el agonista natural, lleva a
la fosforilacion e internalizacién del receptor. Sin embargo, se sabe poco acerca de su
regulacion y la identidad de las cinasas involucradas en este proceso. En el afio 2002, se publicé
la primera evidencia de una correlacion entre la activacion de la PKC por forbol 12-miristato
13-acetato (PMA) y la fosforilacién del receptor S1P;.

En el presente trabajo se busca caracterizar los procesos moleculares que provocan la
regulacion por fosforilacion del receptor S1P4, asi como identificar las posibles isoformas de la
PKC implicadas en este proceso. Como modelo de estudio se establecié una linea celular
humana de cancer de proéstata transfectada con el receptor S1P;, fusionado a la GFP.
Posteriormente se hizo un ensayo funcional en el que se midiéd la movilizacién de calcio
intracelular promovida por la activacién del receptor, observando una ECso de
aproximadamente 100 nM. El tratamiento de las células con PMA provocé la desensibilizacion
del receptor al disminuir la liberaciéon de calcio intracelular en respuesta a la S1P. El efecto se
cuantificod con una ICso de 10 nM. El siguiente paso fue utilizar inhibidores farmacolégicos
especificos de las distintas isoformas de PKC. Los resultados mostraron que el receptor no se
desensibiliza en presencia de los inhibidores para PKC a y, en menor grado, para 31 y  II. Para
investigar mas a fondo el papel de estas isoformas, se transfectaron células con shRNA’s contra
a y BIL El efecto no fue tan claro como con lo inhibidores pero la desensibilizacién se revierte
discretamente con el shRNA de PKC a. Por ultimo, se realizaron coinmunoprecipitaciones y
Western blots para analizar la cinética de asociacidon receptor-PKC a distintos tiempos de
estimulacién con PMA. La isoforma a se encuentra asociada independientemente de la
estimulacion con PMA, pero empieza a reclutarse a tiempos cortos. Mientras que la isoforma (I
también se encuentra asociada pero se recluta a tiempos mas largos. La isoforma [BII se
encuentra asociada muy discretamente. Los datos presentados demuestran que la activacion de
la familia de las PKC’s fosforilan y desensibilizan al receptor, ademas los datos sugieren que son
las isoformas clasicas a y 3 las que podrian estar implicadas en la regulacion del receptor S1P;.



INTRODUCCION

En este proyecto se estudié al receptor S1P; de esfingosina-1-fosfato (S1P) con el
proposito de investigar los mecanismos que lo regulan, por lo que en la introduccién se
presentaran, de manera sintética, los componentes y caracteristicas ligados del sistema
de transduccion de sefiales, asi como la regulacién del mismo. En la primera parte se
exponen las principales definiciones en las que se ubica el sistema del receptor S1P1 y

en la segunda se exponen las caracteristicas del receptor y de la S1P.

GENERALIDADES DE LA COMUNICACION CELULAR

TRANSDUCCION DE SENALES

Las células que pertenecen a un organismo multicelular generan un microambiente que
les facilita la comunicaciéon con el exterior y les permite secretar sefiales de
crecimiento, sefiales que activan ciertos procesos celulares, e incluso sefales de muerte
cuando es necesario. Si trasladamos este mecanismo al cuerpo humano, las redes de
comunicacién entre células se convierten de un sistema pequefio a otro mas complejo
compuesto por distintos conjuntos de células. Es decir, no s6lo una célula se comunica
con su vecina del mismo tipo celular, si no que una célula especializada se comunica, a
través de secreciones paracrinas y endocrinas, con otros tipos de células especializadas.
Lo anterior sirve para informar a otros tejidos sobre el estado en el que se encuentran y

las sefiales que han detectado.

Durante el proceso evolutivo de los sistemas de transducciéon se originaron dos
elementos basicos: el receptor, que reconoce el estimulo extracelular y el efector, que
es controlado por el receptor y es el encargado de provocar la respuesta celular
(Wettschureck & Offermanns, 2005). Otra manera de llamar al estimulo extracelular es
ligando o primer mensajero. El proceso mediante el cual la célula transforma una sefial
del medio exterior a una sefial quimica celular se llama transduccion de seiales

(Nelson & Cox, 2008).



En general, los primeros mensajeros de estos sistemas (con excepcion de los que son
muy hidrofébicos) no pueden entrar a la célula, por lo que el sistema se vuelve un poco
mas elaborado para poder transformar la sefial. Algunos receptores se acoplan a una
enzima efectora que produce un segundo mensajero intracelular y éste, al unirse a otras
enzimas, provoca la activacion o inactivacion de proteinas blanco. Ahora bien, es
importante notar que el ligando puede ser de diferente tipo segtn el efecto que provoca

sobre el receptor. A continuacion se mencionan los dos principales:

e Agonista: es un ligando que se une al receptor y provoca una respuesta, éstos
pueden ser agonistas completos, es decir, que ocasionan el maximo nivel de
respuesta, o parciales, que incluso en concentraciones de saturacion, causan una

respuesta parcial (Kenakin, 2009).

e Antagonista: es un compuesto que se une al receptor sin producir una
respuesta celular, pero bloquea parcial o totalmente la acciéon de los agonistas

(Kenakin, 2009).

Entre las caracteristicas de los sistemas de transduccién que se describen en libros
clasicos de Bioquimica como el Lehninger, tres son de gran relevancia para el
desarrollo de esta tesis. Estas son: la especificidad, la afinidad y la sensibilidad. La
especificidad del sistema se da porque la estructura del ligando es complementaria al
sitio de unién de un receptor particular, o de un tipo de receptores. Ademas, los
receptores se encuentran expresados cualitativamente y cuantitativamente en ciertos
tipos de célula, dependiendo del programa de diferenciacion de éstas (Nelson & Cox,

2008).

La afinidad define la fuerza de la interaccidn entre el ligando y el receptor. Las fuerzas
que controlan la afinidad son principalmente fuerzas electroestaticas entre los grupos
polares, puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals y otras mas (Kenakin, 2009).

Por lo que la afinidad se puede pensar también como una fuerza de atraccién y se



cuantifica como una CONSTANTE DE DISOCIACION (Kjp). La deduccion matematica que

explica la Kq es la siguiente (Nelson & Cox, 2008):

e La formacion del complejo ligando [A] - receptor [R] ([AR]) se puede describir
con la siguiente ecuacion:
[A] + [R] = [AR]
e Porlo que la constante de disociacion se puede expresar como:

[Al[R] _
[AR] ~ ¢

Donde cada elemento equivale a concentraciones molares de la proteina y/o del

ligando, dando como resultado una constante de disociacion que se expresa en
unidades molares (M) y corresponde a la concentracion del ligando [A] en la que el
50% de la poblacién de receptor [R] se encuentra ocupado (Nelson & Cox, 2008). Entre
mas grande sea la Kq, el receptor tiene menos afinidad por el ligando, ya que se necesita
una mayor concentraciéon del ligando para saturar la mitad de la poblacién de los
receptores. Generalmente los receptores tienen valores de Kq alrededor de 10-¢ - 10-11
M (de pico a nano molar) lo que demuestra grandes afinidades de los receptores por

sus ligandos (Nelson & Cox, 2008).

La tercera caracteristica, y quiza la mas relevante para el tema de esta tesis, es la
sensibilidad del sistema de transduccion. En general, los sistemas de comunicacidn
funcionan como pulsos rapidos. Las hormonas y neurotransmisores son secretados y en
poco tiempo (segundos o minutos) su concentracion baja, por degradacién o recaptura.
Pero este ajuste no ocurre solamente a nivel del ligando, sino que el sistema debe tener
una manera de apagarse mediante procesos de retroalimentacion negativa que
modifican la sensibilidad del receptor, para prevenir una estimulacion excesiva de la
célula. Conforme pasa el tiempo de estimulacién y como consecuencia de la activacidn,
el receptor se modifica (frecuentemente es fosforilado) y esto provoca un decaimiento
de la sensibilidad al ligando. La pérdida de sensibilidad es llamada DESENSIBILIZACION

y también se usa el término TAQUIFILAXIA para fArmacos.

La desensibilizacion puede verse de varias maneras, una desviacién hacia la derecha en

la curva dosis-respuesta al agonista (disminuyendo la potencia), o una disminucién en



la respuesta maxima que incluso puede anular por completo la respuesta del receptor
(Kenakin, 2009). En todos estos casos, el tiempo de recuperacion (re sensibilizacion)
depende del estimulo y del tipo de desensibilizacion. Un ejemplo clasico que demuestra
este sistema de desensibilizacion de los receptores es cuando una persona entra a un
cuarto oscuro (Nelson & Cox, 2008). La luz actia como el estimulo para receptores en la
retina, si uno se encuentra en plena la luz del dia el sistema de transduccion de estos
receptores esta activado, por lo que cuando se entra a un cuarto oscuro inicialmente no
se ve absolutamente nada, auin cuando existe una pequefia cantidad de luz en el cuarto.
La retina se encuentra desensibilizada. Si uno permanece en la oscuridad durante unos
minutos empieza a distinguir ciertas figuras que antes no podia ver. La capacidad de

respuesta se re sensibiliza.

La relevancia de la desensibilizacion de los sistemas de transduccién se puede ver en el
crecimiento tumoral, ya que la sefiales de crecimiento celular dependen de factores
secretados por el entorno celular en el que se encuentran. Si existe un error en los
sistemas que permiten a las células responder a estos estimulos y sobre todo en la
parte del sistema encargada de la desensibilizacion, la sefial es continua y la célula

puede dividirse una y otra vez hasta formar, eventualmente, un tumor.

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Hasta ahora hemos descrito los principios generales de la transduccion de sefales: el
ligando (informacion extracelular) interacciona con el receptor, el receptor activado
enciende una cascada de sefializacién que produce un cambio funcional en la célula y
eventualmente la sefial se apaga. Aunque los principios generales se conservan, existen
diversos tipos de sistemas de transducciéon que difieren entre ellos por el tipo de

receptor y la localizacion del mismo.

En esta tesis se estudia un tipo de receptor membranal que se acopla a proteinas G
(GPCR por sus siglas en inglés). Los GPCR’s constituyen una superfamilia de receptores

de siete dominios transmembranales que responden a estimulos de distintos origenes,



desde la luz, olores y sabores, hasta hormonas generales o locales y neurotransmisores
(Ferguson, 2001). La estructura basica de un GPCR esta constituida por siete dominios
hidrofobicos en forma de hélices a que cruzan la membrana y que se conectan unos con
otros a través de asas intra y extracelulares que varian en tamafo. El extremo amino
terminal (NH2) se encuentra en el lado extracelular y generalmente esta glucosilado,
mientras que el extremo carboxilo terminal (COOH) se halla en el lado intracelular de la
célula. Los dominios que estan en el lado citoplasmico funcionan para la propagacién de
la sefal, ya sean como sitios de anclaje para proteinas efectoras o como sustratos para

diversas enzimas, entre ellas las proteinas cinasas (Fig. 1).

Extracelular (e)

Membrana plasmatica

Intracelular (i)

Fig. 1. Esquema de la estructura general de un GPCR. En azul oscuro se muestran los dominios en
forma de hélice a que cruzan el ancho de la membrana plasmatica. Se muestran siete dominios
transmembranales identificados con nimeros romanos: I mas préximo al amino terminal (NH;) y VII
mas proximo al extremo carboxilo terminal (COOH), los dominios VI y VII se encuentran atras. El NH; se
encuentra en el lado extracelular y generalmente esta glucosilado (estructuras moradas) y el carboxilo
terminal se encuentra intracelular y anclado a la membrana. * Imagen creada a partir de Morris & Malbon,
1999.
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La imagen tridimensional del receptor puede pensarse como un cilindro hecho de
hélices a insertado en la membrana plasmatica. El ligando se une a un dominio
conocido como “binding pocket” que se encuentra en la region extracelular del centro
del cilindro. Visto desde arriba puede pensarse como una canasta en la que se mete el
ligando. La union del ligando al receptor provoca un cambio conformacional que
comprime la regiéon cercana al mismo y expande la region citoplasmica, exponiendo

dominios que permitiran iniciar la cascada de sefializacién?.

La conformacion activa del receptor permite la uniéon de una proteina G heterotrimérica
intercambiadora de nucleétidos de guaninaZ. Estas proteinas estan compuestas por tres
subunidades a, B y Y (aunque  y Y estan fuertemente asociadas y funcionan como un
dimero, por lo que en el resto del texto se describiran como complejo 3 Y). Ahora bien,
la uniéon de la proteina G al receptor provoca dos eventos fundamentales: primero
estabiliza la conformacién activa del receptor!, y segundo, provoca un cambio
conformacional en la proteina G que hace que se libere el GDP de la subunidad a, se una
un GTP y se disocie el complejo B Y. Las subunidades libres activan o reprimen a
proteinas efectoras. Por su parte, estas proteinas efectoras tienen la funcién de modular
enzimas y canales generando segundos mensajeros (moléculas que activan a otras
proteinas o componentes celulares) que a su vez provocan los cambios funcionales en
el metabolismo o en el estado de activacién de la célula. La subunidad a tiene un
dominio de GTPasa, por lo que es capaz de hidrolizar el GTP al que se ha unido para
producir su propia inactivacién y la consecuente re asociacion con las subunidades Y
(Kleuss et al., 1994). La re asociacion de las subunidades provoca el final de la

sefalizaciéon encendida por el ligando, y del ciclo de activacion del receptor (Fig. 2).

1 Kobilka, Brian. “Structural Insights into the Dynamic Process of G-Protein-Coupled Receptor Activation.” ASBMB,
Earl and Thressa Stadtman Distinguished Scientist Award Lecture, Experimental Biology Meeting 2013. Boston, MA.
23 apr. 2013 y "Brian K. Kobilka - Nobel Lecture: The Structural Basis of G-Protein Coupled Receptor Signaling".
Nobelprize.org. 7 May 2013

2 Las proteinas G pertenecen a una super familia de proteinas con actividad de GTPasa, dentro de la cual se pueden
distinguir dos grandes grupos. Uno que contiene a las proteinas G de bajo peso molecular como Ras, que participa en
vias de transduccion de sefiales que llevan a la proliferacion celular; Rho, que participa en procesos que modifican el
citoesqueleto de actina; y Rab, que participa en el trafico vesicular (Wennerberg, Rossman, & Der, 2005). El otro
grupo contiene a la familia de proteinas G heterotriméricas que coordinan la transduccidén de sefiales a partir de su
acoplamiento a receptores de siete dominios transmembranales.
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1. Activacion del receptor

3. Disociacién

v — de las L 4
. subunidades 4. Activacién o
2. Intercambio de S
inhibicion de

GDP por GTP y
activacion de la

proteina G

proteinas
efectoras

6. Reasociacion de las
subunidades e 5. La subunidad alfa
inactivacién de la hidroliza el GTP para
proteina G autoinactivarse

Fig. 2. Esquema del ciclo de activacion de un GPCR. La union de un agonista provoca un cambio en la
estructura del receptor hacia una conformacién activa, que le permite interaccionar con la proteina G
heterotrimérica. Un cambio conformacional en la proteina G provoca el intercambio de un GDP por un
GTP, activando a la proteina y permitiendo la disociacién de las subunidades que van y activan y/o
reprimen a otras proteinas efectoras. La subunidad o tiene actividad de GTPasa, por lo que
eventualmente hidroliza el GTP a GDP (liberando un fosfato (Pi)) y en consecuencia las subunidades se
inactivan y se re asocian. * Imagen creada a partir de Terry P. Kenakin. (2009). A Pharmacology Primer: Theory,
Applications and Methods (3rd ed.). Oxford, UK: Elsevier Academic Press.

Existen diversas isoformas de las subunidades o,  y v, y cada una tiene diferencias
estructurales y funcionales, por lo que en cada célula la composicidn heterotrimérica de
las proteinas G es heterogénea. Es decir, se pueden dar multiples combinaciones que
resultan en diferentes complejos heterotriméricos. Su distribucion a nivel de tejidos e
incluso dentro de la misma célula es variable, logrando hacer ain mas selectiva la
regulacion de la sefial. En general, las proteinas G se clasifican de acuerdo a la
subunidad a, pero los avances tecnoldgicos han permitido conocer que también las

subunidades Y tienen propiedades reguladoras (Gilman, 1984; Gilman, 1995; Ueda et
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al, 1994). Aunque las subunidades a contienen = 50% de homologia entre ellas

(Strathmann, 1991), existen diferencias en la secuencia y funcién de cada una. Se

pueden clasificar en cuatro familias denominadas s, o, 12/13, i (Fig. 3).

Gas: incluye a Gas y Gooir. Ambas proteinas activan el siISTEMA DE TRANSDUCCION
DE LA ADENILIL cicLASA (AC). La AC genera, a partir de adenosin trifosfato (ATP),
adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Este actila como segundo mensajero. Una
de sus acciones mas importantes es la union a las subunidades reguladoras de la
cinasa dependiente de AMPc (PKA), para liberar las subunidades cataliticas y
activar a esta cinasa que fosforila y asi regular un gran nimero de enzimas. Otra
funcién del AMPc es la apertura de canales i6nicos activados por nucle6tidos
ciclicos (Yau, 1994) (Fig. 3 a).

Un dato importante es que estas proteinas son sustratos de una ADP
ribosilacion por la toxina de Vibrio cholerae que inhibe la actividad de GTPasa
de estas proteinas G en su forma activa (Gilman, 1995; Mangmool & Kurose,

2011; Morris & Malbon, 1999).

Goag: contiene a cinco miembros, Gai1, Gois, Gass, Gais v Gag. Estas proteinas
encienden el SISTEMA DE TRANSDUCCION DE RECAMBIO DE FOSFOINOSITIDOS-CALCIO
al activar la fosfolipasa C- 3 (PLC ) que cataliza la hidrélisis de fosfatidilinositol
4,5 bifosfato (PIP2) a inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). EI IP3
provoca la apertura de canales de calcio (Ca2*) dependientes de IP3 presentes
en el reticulo endopldsmico, resultando en la movilizacién de Ca2* de depoésitos
internos hacia el citosol. El calcio se une a distintas proteinas sensoras de calcio
como la calmodulina o la troponina C, que a su vez regulan la actividad de otras
proteinas cinasas, fosfatasas y sintasas, entre otras. El otro mensajero, el DAG,
permanece en la membrana, donde puede activar isoformas de la proteina
cinasa C (PKC) (Fig. 3 b). Esta proteina cinasa de residuos de serina y treonina
activa o reprime a otras proteinas cinasas, factores de transcripcion, canales

ionicos o incluso a otros receptores (Kenakin, 2009).
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Ga12/13: contiene s6lo dos miembros, Gaizy Gaiz. En general son activadas por
receptores que también activan a la familia de Gq (Wettschureck & Offermanns,
2005). Las proteinas Gaiz y Gois estan involucradas en la remodelaciéon del
citoesqueleto y proliferacién celular. Esto lo hacen a través de la activacién de
las GTPasas Rho, Racl y proteinas de la via de las MAP cinasas, entre otras (Fig.
3 b). También se han implicado en la regulacion del anti portador Na*/Cl-

(Morris & Malbon, 1999).

Ga; : contiene a Gai1, Gai2, Gaisz, Gary Goo . Estas proteinas se conocen
principalmente por inhibir ala AC y por reducir la concentracién de AMPc, y por
lo tanto, producen el efecto opuesto a las proteinas Gas. Sin embargo, se ha
demostrado que la subunidad B Y de estas proteinas también tienen la
capacidad de activar el sistema de recambio de fosfoinositidos-calcio, a través
de la PLC B, entre otras proteinas efectoras (Wettschureck & Offermanns, 2005)
(Fig. 3 c). Un dato importante es que todos los miembros de esta familia tienen
en su extremo carboxilo terminal, una cisteina sensible a ADP-ribosilacién
catalizada por la toxina pertussis de Bordetella pertussis (Garcia-Sainz, 1981;
Malbon et al.,, 1984). Esta es una modificacion irreversible que desacopla a la

proteina G del receptor impidiendo la transduccién de la sefal.

El sistema de transducciéon de los receptores acoplados a proteinas G difiere de la
mayoria de los sistemas transmembranales en que el elemento activo del receptor no es
el receptor en si, sino una proteina G heterotrimérica que se acopla al receptor. Esta
conformacion, unica entre los sistemas de transduccién, brinda a este tipo de
receptores una ventaja de diversidad de la sefial sobre los demas, pues le permite al
receptor acoplarse a mas de un tipo de via de sefalizacion y, por lo tanto, ser parte de
distintos sistemas de transduccion. Los receptores de esta familia representan entre el
3y 5 por ciento de las proteinas codificadas en el genoma humano, siendo uno de los
grupos mas grandes (Bjarnadottir et al., 2006; Lagerstrom & Schioth, 2008; Marchese et

al., 1999). Hoy se conocen los ligandos para mas de 200 receptores, el resto contintian

14



en investigacion y mientras tanto se les denomina “receptores huérfanos” (Lagerstrom

& Schioth, 2008) (http://www.iuphar-db.org/index.jsp).

| Sistema de Tr duccién de la Adenilato Ciclasa

| Sistema de Recambio de Fosfoinositidos-Calcio

Fig. 3. Patrones de seifializacion activados por los diferentes tipos de proteinas G. a. El principal
efector de la sefializacion de Gos es la Adenilato Ciclasa (AC). b. El principal efector de la sefializacién de
Gog es la activacion de la fosfolipasa C 8 (PLCB) que genera DAG, que activa a la PKC, e IP3 que promueve
la apertura de canales dependientes de IP liberando calcio del reticulo endoplasmico (RE). Mientras que
las proteinas Ga12/13 activan a Rho y Rac 1. Generalmente, los receptores que se acoplan a Gaq también

tienen afinidad por Ga12/13. ¢. La proteina Gajinhibe a la AC a través de la subunidad a y activa PLCB y
PI3K a través de la subunidad By. * Imagen creada a partir de Wettschureck & Offermanns, 2005.

Dadas las caracteristicas de estos receptores, se ha demostrado que son una parte
importante del funcionamiento de muchos sistemas que regulan la homeostasis del

cuerpo humano. La alteracién de su sefializacién se ha implicado en la patogénesis de
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multiples enfermedades (Tao, 2006). La relevancia fisiolégica de estos receptores y sus
ligandos hace que estos sean blancos terapéuticos. De hecho, en el afio 2000 se registro
que la mitad de los farmacos recetados en Estados Unidos de América estaban dirigidos
a GPCR’s (Kenakin, 2009). Esto ultimo, es una evidencia de la importancia que tiene la

investigacion de los mecanismos capaces de regular a estos receptores.

REGULACION DE RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Se menciond anteriormente la importancia de la regulacién de los sistemas de
transduccion. La ubicuidad de los GPCR’s y su papel en distintos procesos fisiologicos
ha determinado que la actividad requiera de un balance coordinado entre los
mecanismos que encienden la sefializacién celular y los mecanismos reguladores que la
apagan. El proceso de desensibilizacién de un GPCR es producto de la combinacién de
varios mecanismos, entre los que se encuentran: 1) la fosforilacion del receptor por la
accion de proteinas cinasas, 2) el desacoplamiento del receptor y la proteina G
heterotrimérica, 3) la internalizacion y 4) la re sensibilizacion y el reciclaje a la
membrana. Ahora bien, la desensibilizacién puede ser provocada por la misma
sefializacién del receptor, que se conoce como DESENSIBILIZACION HOMOLOGA, O bien,
puede ser provocada por la integraciéon y diversificacién de sefiales generadas por
distintas unidades de sefalizacién de uno o mas receptores, lo que se conoce como

DESENSIBILIZACION HETEROLOGA.

Para ambos tipos de desensibilizacién, la fosforilacion parece ser el primer paso
(Ferguson, 2001). En un principio, se creia que la fosforilacién era producto de cinasas
dependientes de segundos mensajeros, por ejemplo, PKC y la PKA, que son activadas
por la cascada de senalizacién que inicia el receptor (Fig. 3). Sin embargo, en 1986 dos
descubrimientos de un grupo de investigadores, dirigidos por Robert ]J. Lefkowitz,
cambiaron este modelo de regulacién. Primero encontraron que el receptor (32
adrenérgico se fosforilaba de manera independiente de cAMP y la consecuente
activacion de PKA, abriendo la posibilidad de que existieran otras cinasas reguladoras

del receptor (Strasser et al, 1986). Poco tiempo después, lograron identificar y
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purificar la cinasa involucrada en la regulacion independiente de segundos mensajeros
del receptor, a la que llamaron /4 -adrenergic receptor kinase ($-ARK) (Benovic et al,,

1986).

En los afos siguientes, se identificaron proteinas con secuencias parecidas a esta cinasa
que también eran responsables de la fosforilacion y desensibilizaciéon de otros GPCRs.
Por lo que se pensé que mas bien la 3-ARK pertenecia a una familia de cinasas que
llamaron G-protein Receptor Kinases (GRK’s). Estos descubrimientos llevaron al
establecimiento de una via “canénica” de desensibilizacién homologa de un GPCR (Fig.
4 a). En este modelo, el receptor es fosforilado por GRK’s en residuos de serina y
treonina de la 3ra asa intracelular, o del extremo carboxilo terminal, cuando se
encuentra en una conformacién activa (Luttrell & Lefkowitz, 2002; Neve, 2006). Una
vez que el receptor se encuentra fosforilado, el siguiente paso consiste en desacoplar al
receptor de la proteina G para impedir que se siga propagando una sefial. Para esto se
reclutan proteinas conocidas como arrestinas (Kelly et al., 2008; Shenoy & Lefkowitz,
2005a) que se acoplan al receptor al reconocer el patréon de fosforilacién de las GRK’s
(Luttrell & Lefkowitz, 2002). Ademas, la arrestina funciona como anclaje para la
maquinaria de proteinas endociticas que facilitan la internalizacion del receptor, entre
las que se pueden mencionar la clatrina y la f2-adaptina (Reiter & Lefkowitz, 2006;
Shenoy & Lefkowitz, 2005a). Una vez en el endosoma, el receptor puede tomar dos
caminos. El primero, que es comun entre receptores como el 32 adrenérgico y el S1Py, es
que el receptor se desacople tanto del ligando como de la arrestina, para ser
desfosforilado por una fosfatasa especifica de GPCR’s (la fosfatasa PP2A) y ser reciclado
a la membrana. El segundo mecanismo, comun entre los receptores de la familia
secretina, es formar un complejo estable con la arrestina y acumularse en los
endosomas para ser degradados por via de la ubiquitina-proteosoma (Shenoy &

Lefkowitz, 2005b) o reciclarse de una forma mucho mas lenta.

La magnitud de la desensibilizacion depende de varios factores, como la estructura del
receptor, que determina la rapidez con la cual se desacopla del agonista y de la
arrestina, asi como el entorno celular en el que se encuentra (Kelly et al., 2008). En los

ultimos afios se ha encontrado que el tipo de GRK también juega un papel importante
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(Ferguson, 2001; Luttrell & Lefkowitz, 2002; Tobin, 2008). Ahora bien, las ventanas de
tiempo en las que ocurren estos mecanismos van desde la fosforilacion, que ocurre en
segundos después de la unién del agonista; la internalizacién, que lleva minutos; hasta
la re sensibilizacion, que puede llevar hasta varias horas, dependiendo del tipo de

receptor.

Los mecanismos que intervienen en la regulaciéon de un receptor son muchos y
complejos. Después del descubrimiento de las GRK’s, las cinasas dependientes de
segundos mensajeros pasaron a segundo plano en la busqueda del entendimiento de
estos mecanismos reguladores. Sin embargo, con el avance de las herramientas
experimentales y el descubrimiento de nuevos GPCR’s, se han encontrado evidencias de
que son un elemento importante en cualquier modelo de regulacion. Incluso se ha
encontrado el caso del receptor metabotrépico de glutamato 4, en el que la
desensibilizacién ocurre s6lo mediante la activaciéon de PKC (Mathiesen & Ramirez,

2006).

Un problema interesante es que los mecanismos mediante los cuales ambos tipos de
cinasas inducen la desesensibilizacion de los receptores parecen ser distintos, ya que el
receptor fosforilado por las cinasas PKC y PKA no funciona como sustrato para las
arrestinas (Kelly et al, 2008; Pitcher et al, 1992). Entonces, ;como inducen la
desensibilizacion? (Fig. 4 b). Una teoria es que reclutan a un complejo GRK-arrestina y
que, por lo tanto, las actividades de ambos tipos de cinasas no son independientes. Por
ejemplo, en el sistema de regulacion de receptores involucrados en el olfato, la
inhibicién de cualquiera de las cinasas resulta en la desaparicion de la desensibilizacion
de estos receptores (Ferguson, 2001; Schleicher et al, 1993). También se han
encontrado evidencias de que la PKC induce la fosforilacion de la proteina G
provocando una alteracién en su activaciéon y funcién (Garcia-Sainz et al, 1999;
Gutiérrez-Venegas & Garcia-Sainz, 1991; Hernandez-Sotomayor et al., 1991), o bien,
que los residuos fosforilados en el receptor funcionan como un obstaculo para la unién
de la proteina G (Benovic et al., 1985; en Kelly et al., 2008). Una explicacién adicional es

que las cinasas PKA y PKC reclutan otras proteinas reguladoras (Kelly et al., 2008).
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Ahora bien, la principal diferencia entre las GRK’s y las cinasas dependientes de
segundos mensajeros es que las primeras pueden Unicamente fosforilar a receptores
activados por su ligando (desensibilizacion homologa), mientras que las cinasas
dependientes de segundos mensajeros fosforilan indistintamente a los receptores. Esto
ha llevado a pensar que la fosforilacion independiente del ligando, fosforilacion del
receptor en estado basal y los mecanismos de desensibilizacién heterdloga son una
propiedad atribuida a las cinasas dependientes de segundos mensajeros. No obstante,
varias vias de sefializacién encendidas por GPCR’s tienen la capacidad de activar estas
cinasas, por lo que no se puede descartar en su totalidad el papel de éstas en la

desensibilizacién homdloga (Kelly et al., 2008).

Degradacién y
regulacion
hacia abajo

Fig. 4. Modelos de desensibilizacion de GPCRs inducida por GRK’s y por cinasas dependientes de
segundos mensajeros. a. En la via candnica el receptor es activado por el agonista (ag) (1) provocando
el acoplamiento a proteina G (2) y la fosforilacién por la GRK (3). La arrestina se une a los sitios
fosforilados provocando la desensibilizacion del receptor (4), internalizacion (5), re sensibilizacion por el
desacoplamiento de la arrestina, el ligando y desfosforilacién (6) y finalmente es reciclado a la membrana
(7). Cuando el receptor no se desacopla del ligando y la arrestina, o el tratamiento con el agonista, es mas
prolongado, el receptor se degrada por via de la ubiquitina-proteosoma provocando su regulacién hacia
abajo. b. Desensibilizacién inducida por cinasas dependientes de segundos mensajeros. Para los dos
ejemplos (PKC y PKA) la via de sefializacién encendida promueve la produccién de segundos mensajeros
y, por lo tanto, la activacidn de estas cinasas. Su activaciéon permite que fosforilen al receptor (1), que
eventualmente causa la desensibilizaciéon al impedir que se una la proteina G. Si esta fosforilacion
permite la unién de arrestinas depende del contexto celular y del receptor. No obstante existen otros
mecanismos indirectos de regulacion, por ejemplo, la activacién de PKC o PKA, lo que promueve a su vez

la activacién de la GRK (2) u otras proteinas reguladoras del receptor (3)* Imagen tomada y modificada de
Kelly et al., 2008.
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El conjunto de observaciones citadas arriba resalta el hecho de que todavia hay muchos
aspectos por estudiar y descubrir en los mecanismos de desensibilizacion y, por lo
tanto, de regulacion de GPCR’s. Pero sobre todo, persisten incognitas sobre el papel de

las cinasas dependientes de segundos mensajeros.

LA FAMILIA DE PROTEINAS CINASAS C

Anteriormente se mencionaron los mecanismos mediante los cuales se desensibiliza un
GPCR y se indic6 que algunas de las cinasas dependientes de segundos mensajeros que
participan en este proceso son las PKC’s. Las PKC’s forman una familia de cinasas de
serina y treonina integrada por diez isoformas que se clasifican en tres grupos segtin su
estructura y cofactor de activacién (Newton, 2010a). La mayoria de las isoformas son
activadas por lipidos, como el DAG, provocando su translocacion a la membrana
plasmatica donde se localizan cercanas a su sustrato. Por esta razon, se sabe que se
estimulan cuando un GPCR o un RTK enciende la PLC, y por lo tanto, el sistema de
recambio de fosfoinositidos-calcio. También se sabe que se pueden activar
farmacologicamente con ésteres de forbol, como el promotor de crecimiento tumoral,

forbol 12-miristato 13-acetato (PMA).

Todas las PKC’s tienen un dominio regulador en su extremo amino terminal y un
dominio de cinasa altamente conservado en la region carboxilo terminal, donde
también esta el dominio de unidn al sustrato y al ATP (Newton, 2010a) (Fig. 5). Cercano
al dominio de cinasa, se encuentra un motivo de giro y otro hidrofébico, que son
dominios de autofosforilacion. El dominio regulador realiza dos funciones principales,
una es la union a segundos mensajeros como DAG (dominio C1) y Ca?* (dominio C2), y
otra es inhibir el centro activo a través de una region auto inhibidora formada por una
secuencia de amino 4acidos que contiene una alanina, que funciona como
pseudosustrato. Ahora bien, otra caracteristica importante de las PKC’s es un bucle de
activacion que contiene una treonina que es fosforilada por la cinasa dependiente de
fosfoinositidos 1 (PDK-1). Cuando esta ultima es activada, fosforila este residuo

preparando a la PKC para su activacion. Posteriormente, la acumulaciéon de DAG o Ca?*
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promueve la union de estos a los dominios C1 y C2, provocando la translocacién de la
PKC a la membrana (Newton, 2010b; Steinberg, 2008). La ocupacion de C1 y C2, junto
con la interaccion de la PKC con la membrana, genera un cambio conformacional que

libera el sitio catalitico.

Aunque el mecanismo de activacién se conserva, las isoformas se clasifican con base en

la estructura y funcionamiento de la region reguladora.

¢ PKC'’s convencionales (cPKC’s): son las isoformas a, 8 I, f II (una variante por
“splicing” alternativo que contiene un mayor nimero de amino acidos en el NH>
terminal) y y. Las cPKC’s contienen un dominio C1 funcional formado por dos
secuencias en tdndem (C1A y C1B). También contienen un dominio C2 funcional
por lo que su mecanismo de activacion es el que se explicé arriba.

e PKC's nuevas (nPKC’s): se dividen a su vez en dos grupos que comparten
mayor homologia. Uno estd formado por las isoformas & y 6, y otro por las
isoformas € y n. La secuencia de las nPKC’s contiene primero el dominio C2 y
luego el dominio C1. El dominio C2 no une calcio por lo que se le conoce como
dominio “tipo C2”. Aunque el dominio C1 funciona igual que el de las cPKC'’s, el
dominio C2 es distinto por lo que el mecanismo de activacion difiere del de las
cPKC'’s.

e PKC’s atipicas (aPKC’s): son las isoformas { y 1/A. No contienen C2 y el dominio
C1 reconoce solamente a PIP3 0 ceramida. Adicionalmente, las aPKC’s contienen
un dominio PB1 (Phox and Bem1) que media la dimerizacién de proteinas con el
mismo dominio, por ejemplo p62, MEKS5, Par6, entre otras (Noda et al., 2003).
Esto explica por qué las aPKC’s estan reguladas principalmente por

interacciones con otras proteinas y no por lipidos como las demas isoformas.
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Dominio C1B Dominio C2 Dominio de cinasa

Fig. 5. Esquema de la estructura de las isoformas de las PKC’s. Todas las PKC’s tienen un dominio
regulador variable y un dominio de cinasa (azul) conservado. El dominio regulador tiene un motivo de
pseudosustrato (verde PS) que mantiene a la enzima en una conformacién inactiva. Los dominios C1
(naranja) (compuestos por C1A y C1B) son sensores moleculares de DAG para las cPKC’s y nPKC'’s,
mientras que el dominio C1 en las aPKC’s no reconoce DAG. Los dominios C2 (amarillo) son sensores de
calcio en las cPKC’s inicamente. El dominio tipo C2 (“C2-like”) de las nPKC'’s no reconoce calcio. En gris
oscuro se muestran las regiones que varian segun la isoforma. En la parte baja de la figura se muestran
diagramas de los dominios C1B, C2 y el dominio de cinasa. * Imagen tomada y modificada a partir de
Steinberg, 2008.

Las PKC’s se han implicado en muchos procesos de regulaciéon metabdlica, proliferacion
y migracion por lo que generalmente se expresan de manera ubicua y muchas células
contienen diferentes isoformas simultaneamente. Sin embargo, algunas PKC’s se
expresan preferentemente en ciertos tejidos. Por ejemplo, la isoforma 0 se expresa
fundamentalmente en musculo esquelético, 6rganos linfoides y tejido hematopoyético;
la PKC y se encuentra expresada en neuronas. El resto de las isoformas se expresan de

manera mas ubicua.
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EL RECEPTOR S1P; Y SU LIGANDO LA ESFINGOSINA-1-FOSFATO

LA ESFINGOSINA-1-FOSFATO

Los esfingolipidos son moléculas esenciales para las células eucariotas. Fueron
descritos por primera vez en 1884 por el neuroquimico aleman J.L. Thudichum en un
trabajo que titulo “A Treatise on the Chemical Constitutuion of the Brain”. En un
principio se pensaba que su funcion era solamente ser un soporte para la membrana.
Sin embargo, el estudio de su metabolismo y funcidn revel6 que ademas de su funcién
estructural, los esfingolipidos funcionan como moléculas de sefializacién. Las primeras
evidencias de sus funciones como lipidos sefializadores fueron publicadas en 1991, por
el grupo de investigadores dirigido por Sarah Spiegel. Ellos demostraron que uno de
estos metabolitos, la esfingosina-1-fosfato (S1P), es una molécula bioactiva que
funciona como un potente mitégeno (Zhang et al, 1991). Hoy en dia, la S1P ha
despertado gran interés en la investigacion bdasica y clinica por sus implicaciones en
procesos celulares y fisiolégicos como la angiogénesis y el trafico de leucocitos, entre

otros procesos fisioldgicos.
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Fig. 6. Estructura de S1P.

La S1P tiene una estructura simple formada por una cadena de 18 carbonos (un grupo
acilo), un grupo NH:z , dos alcoholes y un grupo fosfato (Fig. 6). Estd presente en altas
concentraciones en la sangre y linfa, alrededor de 0.5 puM, unida principalmente a
lipoproteinas de alta densidad y en menor grado a la albumina (Spiegel, 2000).

También se encuentra en el espacio intersticial de los tejidos pero en concentraciones
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mucho menores que en la sangre, alrededor de 5-20 nM (Rosen & Goetzl, 2005; Young
& Van Brocklyn, 2006). El gradiente que se establece entre la sangre, o la linfa, y el
espacio intersticial es aprovechado por muchos tipos celulares como una sefal
migratoria; especialmente por células hematopoyéticas y del sistema inmunoldgico
(Rivera et al., 2008). Aunque casi todos los tipos celulares pueden sintetizar S1P, una
porcion significativa de la que se encuentra en sangre y linfa se atribuye a la secrecion
por eritrocitos, plaquetas activadas (Y Yatomi et al, 2001; Yutaka Yatomi, 2008), y
células del endotelio vascular (Timothy Hla et al, 2008; Igarashi & Michel, 2008;
Venkataraman et al., 2008).

SiINTESIS DE LA ESFINGOSINA-1-FOSFATO

Los esfingolipidos son moléculas anfipaticas que contienen una region hidrofébica que
consiste en un esqueleto formado por una base esfingoide a la que se le puede anadir
un 4cido graso. Una de estas bases esfingoides es la S1P y su sintesis es producto del
metabolismo de la ceramida, que es la base estructural de los esfingolipidos y el centro
de la biosintesis. La ceramida se puede generar por dos caminos, uno catabdélico y otro
por el cual se genera de novo (Fig. 7). El camino catabdlico es un camino corto y
relativamente mas simple. Es catalizado por la enzima enfingomielinasa (SMasa) y

consiste en la hidrdlisis de la esfingomielina para generar ceramida y fosfocolina.

La sintesis de novo empieza en el reticulo endoplasmico liso cuando se condensa una
serina con un palmitoil coenzima A gracias a la enzima serina palmitoiltransferasa
(SPT). La condensacién de estas dos moléculas forma una molécula de esfinganina.
Posteriormente la sintasa de ceramida promueve la N-acilacién de esta para producir
dihidroceramida. El dltimo paso de la sintesis de novo de la ceramida es catalizada por
la enzima dihidroceramida desaturasa y consiste en "desaturar" la molécula
produciendo un enlace doble entre los carbonos 4 y 5 del esqueleto de esfingosina. Una
vez que se obtiene la ceramida por cualquiera de los caminos, puede ser sometida a una

desacilacion catalizada por la ceramidasa para obtener esfingosina. La esfingosina
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puede ser fosforilada para formar S1P por una enzima llamada esfingosina cinasa
(SphK) y posteriormente degradada irreversiblemente por la S1P liasa para dar
etanolamina fosfato y hexadecenal, que puede ser reducido a palmitato y reciclado a la
sintesis de novo. Alternativamente, la S1P puede ser desfosforilada a esfingosina por

fosfatasas especificas de S1P o fosfatasas de lisofosfolipidos (Timothy Hla et al.,, 2008).

Serina +
Palmitoil-CoA

| G

3-cetoesfinganina

l | 3-cetoesfinganina reductasa

Esfinganina

e

Dihidroceramida

l | Dihidroceramida desaturasa

Ceramida | < Esfingosina | < 5 | Esfingosina-1-fosfato

—_—>
Liasa de S1P
Esfingomielina Etanolamina
fosfato +

Hexadecenal

!

Reciclaje de
lipidos

Fig. 7. Sintesis de S1P. La ceramida es el centro del metabolismo de la S1P. Se puede sintetizar de novo a
partir de la unién entre una serina y un palmitoil CoA por la accién de la serinpalmitoiltransferasa (SPT)
para formar 3-cetoesfinganina, que es reducida por la reductasa a esfinganina. Posteriormente la
esfinganina es acilada por la ceramida sintasa (CerS) y desaturada por una desaturasa. La ceramida
puede ser desacilada para dar lugar a la esfingosina. Esta tltima es fosforilada por la enzima esfingosina
cinasa (SphK) para producir la S1P.

En mamiferos se han identificado dos isoformas de SphK’s, la SphK1 y la Sphk2, que se

expresan de manera ubicua, pero mas abundante en eritrocitos y células endoteliales
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(Aarthi et al,, 2011). Se cree que la SphK1 es la cinasa principal en la produccion de S1P.
Se ha demostrado que su actividad puede ser estimulada por citocinas proinflamatorias
y factores de crecimiento (Melendez, 2008), y que esta activacion puede ser
dependiente de PKC (Johnson et al., 2002; Susan Pyne et al., 2009). Por otro lado, la
Sphk2 se localiza principalmente en el nucleo y se sabe menos acerca de su actividad y
regulacion (Rosen et al., 2009). La delecion génica en ratones de s6lo una isoforma no
tiene ningun efecto, pero la delecion de ambas es una mutaciéon embrionaria letal

(Blaho & Hla, 2011).

Hoy se sabe que la S1P produce una variedad de respuestas celulares de gran
relevancia como la proliferacion, diferenciacion, motilidad, y sobrevivencia al regular la
apoptosis (Alvarez et al., 2007). Contrario a la funcién de la S1P, sus precursores la
ceramida y la esfingosina, se han asociado a la regulacién de procesos apoptoticos en
respuesta a situaciones de estrés celular (Alvarez et al., 2007; Ogretmen & Hannun,
2004). La facilidad con la que estas moléculas se intercambian entre ellas y los efectos
opuestos que producen, ha llevado a investigadores en el campo a proponer que la
conversiéon entre S1P y sus precursores actia como una balanza que determina el
destino de la célula. Por esta razoén, la concentracién intracelular de S1P es regulada

cuidadosamente mediante el equilibrio de su sintesis y degradacidn.

Las evidencias que existian sobre la sintesis intracelular y la activacion de las SphK’s
por factores de crecimiento sugerian la posibilidad de que la S1P actuaba como
segundo mensajero, pero pronto se descubrié que las principales acciones de la S1P
ocurren cuando este actua como ligando de una familia de cinco GPCR’s. La respuesta
que activa la S1P es heterogénea ya que cada receptor se acopla a diferentes proteinas
G (Tabla 1). Pero, si se sintetiza intracelularmente ;cémo sale al espacio extracelular
para actuar de manera autocrina y paracrina? Estudios in vitro de células cebadas de
humano y de rata demostraron que el transportador ABCC1 (ATP-binding cassette)
estd involucrado en el transporte de la S1P. Aunque existe evidencia muy concreta
acerca de la sintesis intracelular y la posterior secrecion de S1P, la hipdtesis de que esta

actila como segundo mensajero sigue en vias de investigacion (Pyne & Pyne, 2000).
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EL RECEPTOR S1P;

El primer miembro de la familia de GPCR’s que utiliza a la S1P como ligando fue
descubierto en 1990 por Timothy Hla y sus colaboradores al identificar un receptor
huérfano que se expresaba cuando se inducia la diferenciacién endotelial con PMA (Hla
& Maciag, 1990). Por esta razdn se le designé “Endothelial Differentiation Gene 1” (EDG-
1), después se le llamé S1P1. Ahora se sabe que este receptor esta compuesto de 380
amino acidos que forman la estructura de un GPCR de clase A, es decir con similitud a la
bacteriorodopsina (Fig. 8). La secuencia empieza con la regiéon amino terminal
compuesta por 46 amino acidos, entre los que se encuentran dos residuos (Asnzoy
Asnsze) con alta probabilidad de ser sustratos de N-glucosilacion y dos tirosinas (Tyrig y
Tyr22) que sufren sulfatacion y estan implicadas en la afinidad por el ligando (Fieger et
al., 2005; Moore, 2003). La secuencia contintia con siete dominios hidrofébicos que se
alternan con ocho dominios hidrofilicos (incluyendo el segmento amino-terminal que
ya se mencion0 arriba). Cada dominio hidrofébico estd compuesto de 20 a 26 amino
acidos, mientras que los dominios hidrofilicos son mas pequefios y se componen de 7 a
19 amino acidos, excepto el dominio citoplasmatico entre la quinta y la sexta hélice
(residuos 223 a 255) que esta compuesto por 33 amino acidos basicos reportados como
sitios clave de modificaciones proteoliticas (Devi, 1991) y que tienen homologia con
otros receptores de la subfamilia de los receptores de serotonina (Julius et al., 1988 en
Hla & Maciag, 1990). Por ultimo, la secuencia peptidica del receptor termina con un
segmento carboxilo terminal compuesto por 68 amino acidos abundantes en residuos

de serina y treonina que se describiran mas adelante en la seccion de regulacion.
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Fig. 8. Esquema del receptor S1P;. En diferentes colores se resaltan los principales sitios de
modificaciones postraduccionales citadas en el texto.

En el articulo en el que se presenta el hallazgo del receptor, Timothy Hla menciona tres
sitios importantes, ademas de los ya mencionados arriba, que lo describen como un
GPCR. El primero es Glui41-Argi42-Tyri43, al principio de la segunda asa intracelular,
conocido como motivo “DRY” (aunque en algunos casos el primer residuo puede ser un
acido glutamico, como en el caso del S1P1), que también se ha reportado en el receptor
B2 adrenérgico y que es necesario para el anclaje de la proteina G (Hla & Maciag, 1990;
Lee et al., 1996). El segundo sitio de homologia es la mitad mas cercana al extremo
carboxilo terminal o, mas especificamente, el séptimo dominio hidrofébico de la
secuencia del S1P1 se encuentra conservado en los GPCR’s que reconocen hormonas
peptidicas como ligandos end6genos (Hla & Maciag, 1990). El tercer sitio consiste en

dos residuos de cisteina (Cys3s29-Cys330) en el segmento carboxilo terminal susceptibles

28



a S-palmitoilacién3 (Fig. 8). Esta modificacion postraduccional es de vital importancia
para el anclaje estable de proteinas a la membrana plasmatica (Salaun et al,, 2010) y
parece también ser el caso para el receptor S1P;. Ohno y sus colaboradores mutaron
estas cisteinas por alaninas para evitar la palmitoilacion. Encontraron que sin estos
residuos el receptor es mas dificil de internalizar y la sefializacién se reduce en general

(Ohno etal.,, 2009).

Después de su descubrimiento, el S1P; se mantuvo como receptor huérfano hasta que
en 1998 otro grupo de investigadores, en el que también estaba Timothy Hla,
observaron que en el suero se encontraba una sustancia que inducia cambios
morfologicos en células de rindn de humano (la linea celular HEK293) transfectadas
con el receptor. Utilizando métodos de purificacion determinaron que la S1P era el
inductor mas potente de los cambios morfolégicos (M. Lee, 1998). El andlisis de la curva
de unién revelé que la S1P se une al receptor con una afinidad alta (con una Kd= 8 nM)
y con gran especificidad, pues sélo la esfinganina-1-fosfato que no tiene el enlace doble
en el carbono 4, compite con la S1P en los ensayos de unién con [32P]S1P (M. Lee, 1998;

Spiegel, 2000).

Una vez que encontraron el ligando fue mas facil identificar otros receptores que
también reconocen a la S1P y que tienen una secuencia muy parecida al Edgl, por lo
que se les denomind receptores Edg. Estos receptores se encuentran clasificados dentro
de la superfamilia de receptores de clase A, junto a la familia de receptores de
cannabinoides. La subfamilia de receptores Edg esta compuesta por 8 miembros Edgi-s,
que son activados por lisofosfolipidos. Cinco miembros de esta familia Edgl, Edg5,
Edg3, Edg6 y Edg8 (S1P4, S1P;, S1P3, S1P4 y S1Ps respectivamente) reconocen a la S1P
como su ligando enddgeno con una afinidad alta (Kq= 8-63 nM) (Rosen et al., 2009;

Young & Van Brocklyn, 2006) (Tabla 1). El resto de los receptores de esta familia, Edg2,

3 La palmitoilacion es la adicién reversible de un acido palmitico a través de un enlace tioéster. Se ha establecido una
correlacidn entre la fosforilacién del receptor y la despalmitoilacién. En algunos receptores, como el 2adrenérgico,
una mutacion en la cisteina del carboxilo terminal que impide la palmitoilaciéon de esta, provoc6 un aumento en la
fosforilacion basal del receptor. Esto ultimo podria implicar que la palmitoilacién limita el acceso de cinasas a la cola
carboxilo terminal del receptor, pero cuando el receptor se encuentra en una conformacion activa, la fosforilaciéon
promueve la despalmitoilacion del receptor para facilitar su internalizacion.
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Edg4 y Edg7 son activados por otro lipido bioactivo, el acido lisofosfatidico (LPA)
(Parrill et al., 2000; Spiegel, 2000).

Estudios relativamente recientes realizados por el grupo de Gabor Tigyi identificaron
los residuos clave en la interaccion de la S1P con el receptor S1P1. Encontraron que,
como otros GPCRs, la S1P se une a un “binding pocket” (Parrill et al., 2000). La S1P se
acomoda metiendo primero el esqueleto de carbonos y dejando la cabeza con el grupo
fosfato cercana al lado extracelular. El modelo creado por Parrill y Tigyi predice 3
interacciones i6nicas importantes entre la S1P y el receptor: los amino Aacidos
catidnicos Argizoy Argzez interaccionan con grupo fosfato de la S1P, mientras que el
amino acido anidnico Gluiz: interacciona con el grupo amino (Parrill et al,, 2000) (Fig.
9). Los fosfolipidos que no tienen el grupo amino cerca del fosfato, como el LPA, no
pueden hacer un enlace i6nico con Glui21 por lo que el grupo carboxilo del acido
glutdmico repele al grupo fosfato del lipido, dificultando la unién al receptor. Dentro de
la familia de los receptores Edg, sélo los que reconocen a la S1P conservan este amino

acido en esta posicion.

De estos receptores, s6lo la delecién génica del receptor S1P1es letal en el embrién
(Lynch & Macdonald, 2008). Ocurre por una falla en el desarrollo del sistema vascular,
ocasionando rupturas en los vasos que llevan a hemorragias fatales. El fenotipo de la
delecion génica de este receptor coincide con el fenotipo de las SphK'’s y refleja una
funcién clave de la S1P en el desarrollo vascular embrionario. Al contrario de la
delecion del receptor S1Py, la delecion de S1P2 y S1P3resulta en embriones viables,
aunque a veces son letales en la etapa perinatal generalmente son fenotipos que
sobreviven, lo que sugiere que hay mecanismos compensatorios entre receptores y la

posibilidad de coexpresion de uno o mas de estos receptores en algunos tipos celulares.
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Fig. 9. Caracteristicas estructurales del receptor S1P; formando un complejo con S1P. a. Modelo
del receptor S1P;con la S1P (el esqueleto de carbonos (gris oscuro) hacia el lado citoplasmico y la
cabeza de fosfato (rosa) viendo hacia el lado extracelular) visto desde el plano de la membrana. El lado
extracelular estd orientado hacia arriba. b. El mismo modelo visto desde arriba, es decir, desde el lado
extracelular. Se puede ver con claridad cémo la S1P se encuentra en el bolsillo de unién entre las
hélices transmembranales. ¢. Una imagen mas cercana de las interacciones i6nicas entre los amino
acidos y la cabeza de la S1P. En rosa se ve el atomo de fésforo que junto con los oxigenos (rojo) forma
el grupo fosfato y en azul el atomo de nitréogeno que junto con los hidrégenos (gris claro) forma el
grupo amino. * Imagen tomada de Parrill et al., 2000.

Aunque entre los receptores de S1P hay una homologia de aproximadamente 50% (S
Pyne & Pyne, 2000), estos receptores se expresan de manera diferente, dependiendo
del tejido en el que se encuentran y se acoplan a varios tipos de proteinas G, también
dependiendo del tejido (Ancellin & Hla, 1999). Esto tultimo permite que a la S1P genere
una gama amplia de efectos celulares que influyen en diversos procesos fisiolégicos que

van desde el desarrollo vascular y el ritmo cardiaco, hasta la regulacion del sistema

31



inmunolégico. Mas aun, esto hace que la sefializacidon de estos receptores sea altamente

especializada y tal vez inica para cada subtipo de receptor.

El S1P; es el Unico receptor monégamo en el sentido de que se acopla inicamente a la
familia de proteinas heterotriméricas Gi/o, por lo que algunas moléculas rio abajo en su
sefializacién son la PLCf3, las MAP cinasas (MAPK), AKT y Rac1 que son activadas por el
dimero By (Volker Brinkmann, 2007; M. J. Lee et al., 1996) (Fig. 10). Su expresién es
ubicua pero se encuentra en mayores cantidades en tejido nervioso, sistema

cardiovascular, células del sistema inmunoldgico, pulmones y rifién (Tabla 1).

Sobrevivivencial
celular@ Migracion§@
r delacionfe!

< citoesqueleto®

Secrecién@ Proliferacién@

Fig. 10. Via de transduccion de seiiales del receptor S1P1.* Imagen creada a partir de Rosen & Goetzel,
2005.
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3532 G12/13 convulsiones. - . . o . .
esquelético y liso. Células epiteliales (stria vascularis y
Sordera
cochlea): desarrollo
Células epiteliales (retina): angiogénesis
patolégica y rompimiento de uniones
adherentes.
s . Cardiomiocitos: sobrevivencia a eventos de
Menos viabilidad en etapa Cerebro, corazon, bazo, . . L,
S1P;3 Gi/o erinatal FTY720-P higado. pulmén. timo isquemia-reperfusién.
(edg3) Gq P ’ ) KRP-203 VPC-23019 _nsado,p P Células dendriticas: empeora la sepsis
Empeora eventos de sepsis. rifién, testiculo y musculo } . . -
3782 G12/13 ol experimental (letalidad, inflamacién y
esquelético. -
coagulacidn).
S1P, Gi FIY720-P Células T: migracién y secreciéon de
(edg6) ifo N/A KRP-203 N/A Células linfoides y pulmon. sigraciony
3844 G12/13 citocinas.
S1Ps o . FTY720-P C'elulas NK: migraciény 'Fraflcg.
Gi/o No se distingue un fenotipo . Oligodendrocitos: sobrevivencia.
(edg8) . KRP-203 N/A Cerebro, piel y bazo. . : .
308 G12/13 especial. Células precursoras de Oligodendrocitos:

inhibe migracién.

Tabla 1. Los receptores de S1P: Distribucion y funcién. 2 Nimero de amino acidos. * Tabla creada a partir de Rosen et al., 2009.
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Contrariamente, los demas receptores son mas promiscuos pues tienen la capacidad
de acoplarse a mas de una familia de proteinas G. Por ejemplo, el receptor S1P; se
puede acoplar a Gs, Gq 0 G12/13, mientras que S1P3.5 se pueden acoplar a Giso 0 G12/13
(Tabla 1). En general la expresidon de estos receptores también es ubicua pero cada

receptor se expresa preferentemente en ciertos tejidos.

REGULACION DEL RECEPTOR S1P;: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La activacion del receptor S1P: tiene ciertas caracteristicas que provocan la
regulacion negativa del receptor. En un principio, la S1P genera una respuesta dosis
dependiente clasica, es decir, la respuesta alcanza un punto maximo de activacion al
incrementarse la concentracion del ligando. Eventualmente, el receptor se
desensibiliza de manera homologa en respuesta a un incremento en la concentraciéon
del ligando, al tiempo de estimulacion o a estimulaciones repetidas. Como parte de la
desensibilizacién, el receptor es internalizado desde la membrana plasmatica a
endosomas y cuerpos vesiculares. El camino que toma el receptor dentro del
endosoma depende de las propiedades del ligando (Fig. 11). Por ejemplo, el agonista y
el prototipo de regulador negativo del receptor S1Pi, el FTY720-P, induce la
poliubiquitinacién del receptor en residuos de lisina (Lys330, Lys339,Lys341 y Lys3sa) del
extremo carboxilo promoviendo su degradacion (Oo et al, 2011)* Este agonista
empieza a utilizarse en la clinica para controlar el progreso de enfermedades
autoinmunes y desmielinizantes, como la esclerosis multiple, ya que al funcionar
como antagonista funcional del receptor, interrumpe la capacidad de los linfocitos de
responder al gradiente de S1P y los atrapa en los nodulos linfaticos, ocasionando

linfopenia a nivel sistémico (Brinkmann et al., 2001; Brinkmann et al., 2010).

4 Contrario al efecto drastico del FTY720P, la S1P produce internalizacién pero no la degradacion del receptor en
condiciones fisiolégicas (la posibilidad de que esto ocurre a concentraciones supra fisiol6gicas no se ha estudiado
aun). En las discusiones de estos estudios se han propuesto dos explicaciones. Una es que la capacidad del
FTY720P de inducir la poliubiquitinacién del receptor en endosomas para dirigirlo a degradacién puede ser
producto de que este compuesto es resistente a la accién de las fosfatasas y de la S1P liasa. La otra propuesta es
que el compuesto mantiene al receptor en una conformacioén que inhabilita a las fosfatasas, impidiendo la
disociacién entre el compuesto y el receptor.
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Ahora bien, como ya se ha mencionado, los mecanismos de regulaciéon vy
desensibilizacién empiezan con la fosforilacion del extremo carboxilo terminal del
receptor. La primera evidencia de que el receptor S1P: se fosforilaba como
consecuencia de la unién del agonista fue publicada en 1998 por el grupo de Timothy
Hla (M. ]J. Lee et al, 1998). Un afio mas tarde, el mismo grupo de investigadores
identific6, mediante mutagénesis del extremo carboxilo, un dominio rico en serinas
(351SRSKSDNSS359) que al mutarse inhibia la desensibilizacién e internalizacién del
receptor (Liu et al.,, 1999). Una vez establecida la importancia de extremo carboxilo en
la desensibilizacién del receptor, el siguiente paso fue encontrar a las cinasas
responsables de este efecto. Se demostro6 que, al igual que otros GPCR’s, las GRK’s y el
subsecuente reclutamiento de arrestinas, juegan un papel clave (Arnon et al., 2011; Oo
et al,, 2007; Watterson et al., 2002). Recientemente, con el desarrollo del agonista
FTY720-P, se han encontrado sitios de fosforilacion mas especificos en las serinas S35,

S352y S355 (0o et al., 2011) (Fig. 8).

Se ha demostrado que, ademas de la fosforilaciéon por GRK, y la activacién de la via
candnica, la activacion de PKC’s por PMA induce la fosforilacion del receptor y bloquea
la sefializaciéon del receptor S1P; (Watterson et al., 2002) (Fig.11). Aunque la
fosforilacion inducida por PMA tiene similitudes con la que es inducida por el ligando,
las evidencias demuestran que ocurren por mecanismos diferentes (Watterson et al,,
2002). No obstante, dada la relevancia fisiolégica de la PKC en procesos de regulacion
(Fig. 4), la fosforilacion del receptor inducida por esta cinasa representa un
mecanismo importante de regulacion que amerita indagaciones mas profundas, pues

podria estar implicada en procesos de desensibilizacion heteréloga.

La caracterizacion del papel de estas cinasas en la regulacion del receptor S1P; se
complica por la existencia de mas de una isoforma (Newton, 2010a; Steinberg, 2008).
Aunque ya esté demostrado que las PKC’s tienen la capacidad de fosforilar al receptor,
el papel que tienen las distintas isoformas en los mecanismos de regulacion no se ha
estudiado aun y esta tesis tiene como orientacién general la identificacion de las

isoformas de PKC involucradas en este proceso.
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@ Reciclaje a la membrana

Receptor activado por
agonista
Fosforilacién por GRK2,
reclutamiento de
arrestinas y caveolinas

Internalizacién

Degradacion por via del
\ proteasoma.
DU (En presencia de agonistas
-

=~
-~

como FTY720-P o
d o concentraciones
d suprafisiolégicas de S1P)

PMA

Fig. 11. Esquema del modelo de regulacion del receptor S1P;.

JUSTIFICACION

La activaciéon del receptor S1P;y los cambios en su expresién se han asociado a
numerosos procesos fisiolégicos, por lo que fallas en los mecanismos que lo regulan se
han asociado a la patogénesis de algunas enfermedades cardiovasculares, cancer y
procesos inflamatorios, entre otros (Pyne et al, 2009). La busqueda de la
caracterizacién de estos mecanismos, asi como la identificacién de las proteinas
reguladoras abre muchas posibilidades hacia la creacién de estrategias terapéuticas

para enfermedades en las que se encuentre involucrado el receptor S1P1.

La regulaciéon del receptor S1P1 no se conoce en su totalidad y la identidad de las
cinasas involucradas empieza a conocerse. Por esta razdn, este trabajo busca

contribuir a la caracterizaciéon de los mecanismos mediante los cuales se regula la

36



funcion del receptor y a la identificacién de las proteinas responsables de este

proceso.
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HIPOTESIS

La activacion por PMA de la PKC inducira la fosforilaciéon y la consecuente
desensibilizacién del receptor S1P; en células humanas derivadas de cancer de
prostata. Existen isoformas especificas que estan involucradas en este proceso de

regulacion.

OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo general del proyecto es estudiar el papel de las distintas isoformas de PKC
en la regulacion por fosforilacién del receptor S1Pi. Asi como establecer cudl es la

principal isoforma de PKC en este mecanismo regulador.

OBJETIVOS PARTICULARES

Para cumplir con el objetivo principal se pretenden alcanzar los siguientes objetivos
particulares:

1. Caracterizar farmacologica y analisis funcional del receptor S1P1-GFP.

2. Caracterizar la desensibilizacion del receptor inducida por PMA.

3. Conocer el efecto de inhibidores farmacolégicos de las distintas isoformas de
PKC sobre la induccién de la desensibilizacion del receptor por PMA con el fin
de encontrar la o las isoformas responsables.

4. Estudiar la asociacion receptor-proteina cinasa en presencia de PMA.

5. Analizar el efecto de la represion génica de las isoformas de PKC sobre la

induccidén de la desensibilizacién del receptor por PMA.
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

El medio de cultivo del Roswell Park Memorial Institute (RPMI), el antibidtico G-418 y
otros reactivos para cultivo celular se obtuvieron de Gibco by Life Technologies. El
suero fetal bovino (SFB) de Multicell. La esfingosina-1-fosfato (S1P) y el forbol 12-
miristoil 13-acetato (PMA), la hispidina (Hisp), la puromicina, los kits de purificacion
de DNA e inhibidores de proteasas fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical Co.
Los inhibidores G6 6976 y rottlerina (Rott) de Calbiochem y la bisindoilmaleimida I
(BIM I) de Cell Signaling. La proteina A acoplada a agarosa se obtuvo de Millipore. El
[32P]Pi (8500-9120 Ci/mmol) se obtuvo de Perkin Elmer Life Sciences. El Fura-2/AM
fue obtenido de Molecular Probes, Invitrogen. Los anticuerpos primarios anti-GFP
(monoclonal) se compraron de Clontech, mientras que los anticuerpos contra las
isoformas de PKC se compraron de Santa Cruz Biotechnology. El anticuerpo contra la
B actina fue donado generosamente por la Dra. Marina Macias (Departamento de
Biologia Celular y del Desarrollo, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Los
anticuerpos secundarios fueron obtenidos de Zymed y Millipore (ver Tabla 4 en Anexo
2). Las membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) se obtuvieron de BioRad. Los
reactivos de quimioluminiscencia se obtuvieron de Thermo Scientific, Pierce. El
anticuerpo contra la GFP, utilizado para las inmunoprecipitaciones, fue obtenido en el
laboratorio, generando una proteina de fusién GST-GFP. La proteina purificada se
utiliz6 como antigeno para inmunizar conejos, posteriormente se recolecto el suero de
los conejos inmunizados (Colin-Santana, Tesis de Licenciatura, 2005; Avendafio-

Vazquez et al.,, 2005).

CuLTIVO CELULAR

Se utiliz6 la linea celular LNCaP, derivada de cancer de préstata humano obtenida del
American Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA). Las células LNCaP que

expresan establemente el receptor S1P1acoplado en el carboxilo terminal a la GFP
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fueron generadas en el laboratorio por la Dra. Maria Teresa Romero Avila. Las células
transfectadas con los shRNA de la PKC o y B II fueron generadas en el laboratorio

como se indica mas adelante.

Todas las células fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% de SFB. Se
adicionaron los siguientes antibioticos: estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100
U/ml, anfotericina B 0.25 pg/ml y G-418 300 pg/ml como antibiotico de seleccion. El

cultivo se mantuvo en incubacién a 37 °C en 95% de aire y 5% COx.

EXPRESION DE PLASMIDOS EN LINEAS CELULARES

Los plasmidos utilizados para silenciar las isoformas a y 3 II de PKC fueron donados
por el laboratorio de la Dra. Martha Robles Flores y las construcciones fueron
realizadas por la Dra. Maria Cristina Castafieda Patlan (Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, UNAM). El vector utilizado fue RNAi-Ready pSIREN-RetroQ
(Clontech, #631526). Se hicieron dos construcciones, una dirigida al RNAm de PKC a y
la otra dirigida al RNAm de PKC (3 II (Tabla 2).

Plasmido Secuencia
shRNA a 5’-gatccgtcacagtacgagatgcaattcaagagattgcatctcgtactgtgacttttttacgecgtg-3’
shRNA BII 5’-gatccgccaggaagtcaggaattttcaagagaattcctgatgacttectggttttttacgegtg-3’

Tabla 2. Secuencias clonadas en plasmidos shRNA a y shRNA BII. Las secuencias se insertaron
entre los sitios de restriccion BAMI y EcoRI del vector de expresion (ver Fig. A3 del Anexo 2). * En
negritas se seflala la secuencia que reconoce el RNAm de cada PKC. La primera secuencia en negritas

representa la secuencia de 5’-3’ y la segunda representa la secuencia de 3’-5’.

El plasmido Vector consiste en el vector vacio, es decir no tiene ninguna secuencia
insertada y se us6 como control en los experimentos en los que se utilizaron los

shRNA'’s.
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Para la obtencién del plasmido, se transformaron bacterias E. coli de la cepa DH5a
competentes y se extrajo el DNA de acuerdo a las instrucciones del kit de extraccion
(Sigma). La concentracidn de las muestras se obtuvo utilizando un espectrofotometro

Nanodrop (Thermo Scientific).

Para la transfeccion, las células se sembraron un dia antes en placas de 6 pozos (3.5
cm cada pozo) con medio RPMI suplementado y se dejaron incubando toda la noche.
Posteriormente, la transfeccion fue realizada con 6 pl de lipofectamina 2000 (Sigma)
por pozo siguiendo las instrucciones del fabricante y con 150 ng de plasmido para las
células transfectadas con el shRNA PKCa, 320 ng para las que fueron transfectadas
con el shRNA PKC B Iy 112 ng para las del vector vacio. Las células transfectadas se
aislaron con medio RPMI suplementado como se menciona arriba y adicionado con
puromicina 1 pg/ml como antibiético de seleccion. Los experimentos se realizaron

alrededor de 2 semanas después de la transfeccion y de la seleccion.

ENSAYOS DE FOSFORILACION

NOTA: TODOS LOS ENSAYOS DE FOSFORILACION DE ESTE PROYECTO FUERON REALIZADOS POR

MARCO ANTONIO MORQUECHO LEON, ESTUDIANTE DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS.

Las células fueron cultivadas en placas de 6 pozos y crecidas a confluencia. Se dejaron
en medio de ayuno sin fosfatos 24 horas antes del experimento. Al dia siguiente, se
incubaron 1 h a 37 °C con 2 ml de medio suplementado con [32P]Pi 50 uCi/ml. Una vez
marcadas, las células fueron estimuladas con S1P 1 uM durante 10 min o con PMA 1
UM por 15 min. Posteriormente se lavaron con una solucién amortiguadora de
fosfatos-salino (PBS) fria y se incubaron una hora en hielo con 500 pl de solucién de
lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Tritén 1%, NaF 50 mM, NazV04 100
uM, B-glicerofosfato 10 mM, NasP207 10 mM, p-Serina 1 mM, p-Tirosina 1 mM, p-
Treonina 1mM, EDTA 5 mM, leupeptina 20 pg/ml, fluoruro de fenil-sulfonilo (PMSF)
100 pg/ml, inhibidor de tripsina 50 pg/ml, pH 7.5). Se recolecté lo que quedaba en los
pozos, se guardd en un Eppendorfy se centrifugé a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C.
Los sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos que contenian 5 pl del anticuerpo

generado en el laboratorio contra la GFP y 20 pl de proteina A-agarosa y se incub6 en
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agitacion toda la noche (6 h para las coinmunoprecipitaciones) a 4 °C. Después de la
inmunoprecipitacidn, las esferas de agarosa se lavaron en tres ciclos de re suspension-
centrifugacion (5,000 rpm durante 7 min) con una solucién de lavado (Hepes 50 nM,
NaCl 100 nM, NaHPO4 50 nM, NaF 10 nM, Tritéon 1%, SDS 0.05%, pH 7.4). Una vez
lavadas, las esferas fueron resuspendidas en SDS 10% y Buffer Laemli 2X (125 mM
Tris-HCI pH 6.8, 1% v/w SDS, 10% v/v glicerol, 0.1% azul de bromofenol, 2% v/v
2beta-mercaptoetanol). Las muestras se hirvieron durante 5 min, se centrifugaron y
se corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%. Los
geles fueron secados y posteriormente expuestos sobre una placa del sistema
Phosphorlmager de Molecular Dynamics y analizados con el software Image ] para la

cuantificacién de la fosforilacion.

Lisis DE CELULAS

Las células fueron cultivadas en placas de 6 pozos y crecidas a confluencia. Se dejaron
en medio de ayuno (2 ml) con PMA 1 uM y sin PMA 24 horas antes del experimento. Al
dia siguiente, se retir6 el medio de ayuno y se lavaron dos veces con solucién
amortiguadora de fosfatos-salina (PBS). Posteriormente, se dejaron reposar 5 min con
100 pl de Buffer Laemli 1X sobre hielo. Los lisados se homogenizaron repetidamente
con una jeringa de insulina y se transfirieron a Eppendorfs. Las muestras se hirvieron
durante 5 min, se centrifugaron y se separaron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 10 %. Los geles fueron transferidos a membranas de PVDF vy

sometidos a western blot como se explica a continuacion.

Para los lisados totales se siguié el mismo protocolo excepto por el ayuno del dia

anterior y se cultivaron en cajas Petri de 6 cm de diametro.

COINMUNOPRECIPITACIONES

Las células fueron cultivadas en placas de 6 pozos y crecidas a confluencia. Se dejaron
en medio de ayuno (2 ml cada pozo) 24 horas antes del experimento. Al dia siguiente,
se agregd PMA 1 puM en los siguientes tiempos: control (0 min), 1, 5, 10, 15 y 30 min.

Se retiro el medio y se lavaron dos veces con una solucién amortiguadora de fosfatos-
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salino (PBS) fria y se incubaron con 500 pl de solucion de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl
150 mM, SDS 0.1%, Tritén 1%, NaF 50 mM, Na3zV04100 pM, B-glicerofosfato 10 mM,
NasP20710 mM, EDTA 5 mM, leupeptina 20 pg/ml, fluoruro de fenil-sulfonilo (PMSF)
100 pg/ml, inhibidor de tripsina 50 pg/ml, pH 7.5). Se repitieron los pasos realizados
para los ensayos de fosforilacion, incluyendo la soluciéon de lavado. Posteriormente,
las muestras se hirvieron durante 5 min, se centrifugaron y se corrieron en geles
desnaturalizantes SDS-PAGE al 7.5 %. Los geles fueron transferidos a membranas de

PVDF y fueron sometidos a western blot como se explica a continuacién.

WESTERN BLOT

Los geles se transfirieron a membranas de PVDF en una cdmara semihimeda a 240 A
durante 1 h. Posteriormente las membranas se bloquearon durante 1 h a temperatura
ambiente en una solucién de leche al 5% en TBS-T (150 mM NacCl, 20 mM Tris-HC],
0.1% Tween, pH 7.5). Posteriormente, se puso el anticuerpo primario en una dilucién
1:1000 para los anticuerpos para las PKC’s, 1:5000 para el anticuerpo para GFP y se
dejo incubando a 4 °C toda la noche (ver Tabla 3 en Anexo 2). Al dia siguiente las
membranas se lavaron tres veces en agitaciéon durante 5 min y dos veces durante 10

min con TBS-T.

Después, las membranas se incubaron 1 h con el anticuerpo secundario, ligado a la
enzima peroxidasa, en una diluciéon 1:10,000 (anti ratén) y 1:15,000 (anti-conejo).

Pasado el tiempo de incubacién las membranas se lavaron como se describi6 arriba.

La sefial fue detectada en placas de autoradiografia usando un sistema
quimioluminiscencia (SuperSignal ® Thermo Scientific). Como control se detectd
simultaneamente actina usando un anticuerpo monoclonal anti-actina humana en una
diluciéon 1:1000 y el mismo anticuerpo anti-raton previamente descrito. Los datos
fueron cuantificados por densitometria (se cuantific6 la densidad 6ptica y el area de

las bandas) con el software Image ].
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CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE CALCIO LIBRE INTRACELULAR
[CAZ* ]

La células fueron cultivadas en cajas Petri de 10 cm de didmetro y crecidas a una
confluencia del 80% y se ayunaron 24 h antes del experimento. Al dia siguiente, las
células se cargaron con el fluoréforo Fura 2AM 2.5 pM en una solucién Krebs-Ringer-
Hepes-Glucosa (NaCl 120 mM, KH2P04 1.2 mM, MgS04 1.2 mM, KCI 4.75 mM, glucosa
10 mM, Hepes 20 mM, CaClz 1.27 mM, albimina sérica bovina 0.05%, pH 7.4) durante
1 h en la incubadora. Posteriormente, se lavaron superficialmente con solucién salina
para eliminar el exceso de albimina y Fura 2AM externo, se adicioné 1 ml de verseno
(0.2 g EDTA/1 de PBS) durante 3 min a 37 °C cuando las células se encontraban bien
adheridas a la caja, o bien se desprendieron rascando la caja cuando el verseno no fue
necesario. Una vez despegadas de la caja, las células fueron resuspendidas en solucién
Krebs-Ringer-Hepes-Glucosa y trasladadas a un tubo Falcon de 15 ml para realizar dos
ciclos de lavado: se centrifugd 5 min a 3 000 rpm, se resuspendi6 el botén de células
suavemente en 8 ml de la solucion Krebs-Ringer-Hepes-Glucosa. Finalmente se
resuspendieron en el volumen deseado de acuerdo a la cantidad de trazos del
experimento. Para evaluar el efecto del PMA, las células fueron pre incubadas 5 min a
temperatura ambiente en presencia de PMA 1 pM en agitacion suave. Para evaluar el
efecto de los inhibidores farmacolégicos de las isoformas de PKC se preincubaron 15
min en presencia de los inhibidores farmacoldgicos y posteriormente 5 min en
presencia de PMA 1 uM. La movilizacién del calcio intracelular se midié mediante los
cambios de fluorescencia generados por la estimulacion del receptor con S1P 1 uM. Se
utilizo un espectrofluorémetro AMINCO-Bowman serie 2, que registra la fluorescencia
con excitacion de 340 nm y a una emision de 510 nm del fluoré6foro. Las diferencias en
la fluorescencia se cuantificaron utilizando un programa de computo que mide la
relacion entre la fluorescencia maxima y minima de acuerdo a la ecuacion

(Grynkiewicz, Poenie, & Tsien, 1985):

[Ca**]; = K4 - Rmm)l [sz

(Rmax SbZ
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Donde la Kq representa la constante de afinidad del fluoré6foro por el Ca?* (224 mM); R
es la lectura de la fluorescencia en unidades arbitrarias, R max es la fluorescencia
obtenida al lisar las células con Triton-X-100 al 10% y R min representa la
fluorescencia minima obtenida utilizando el quelante de Ca2* EGTA 50 mM; Sf2 y Sb2
son los coeficientes de proporcionalidad del fluor6foro libre (Sf2) y unido al calcio

(Sb2) en la longitud de onda 2.

PRESENTACION DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se presentan como el promedio * el error estandar para un minimo de
3 experimentos independientes. Los datos fueron analizados con pruebas de ANOVA
con correcciéon de Bonferroni, que compara las medias entre los diferentes pares de
columnas pero utiliza la ANOVA para calcular el error estandar y recalcular el error a.
Para todos las pruebas estadisticas, un p valor < 0.05 se consideré estadisticamente
significativo. *** p<0.001 **0.001>p<0.01 *0.01>p<0.05. Todas las estadisticas fueron

calculadas con el software GraphPad Prism versién 5.0 para Mac OS X.
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RESULTADOS

ANALISIS DE LA UNION FUNCIONAL ENTRE EL RECEPTOR S1P;Y S1P

El modelo de estudio que se utilizé para realizar el proyecto fueron células humanas
de cancer de prostata que expresan establemente el receptor S1P1 fusionado a la
proteina verde fluorescente (GFP). La construccién del receptor con la GFP nos
permitié localizar la expresion del receptor en la membrana (Fig. R1 a) y facilitar su
inmunoprecipitacién mediante anticuerpos contra la GFP obtenidos en el laboratorio
(ver materiales y métodos). La inmunoprecipitacion de células sin transfectar (células
wild-type (wt)) junto a la inmunoprecipitacién de las células transfectadas con el
receptor demostrd la especificidad del anticuerpo por la GFP, asi como la localizacion
especifica de la banda del receptor fusionado a la GFP en un peso aproximado de 70
kD (43 kD del receptor s6lo y 27 kD de la GFP) (Fig. R1 b). El modelo de estudio se
escogid por su sencillez experimental, y en las indagaciones bibliograficas posteriores
se confirmé la relevancia clinica del receptor en la progresién tumoral del cancer de

prostata, entre otros (H. Lee et al., 2010).

Para conocer el efecto funcional de la unién de la S1P con el receptor S1P; sobre la via
de sefializacion se realiz6 un ensayo que mide la movilizacién de calcio intracelular in
vivo. El ensayo mostro que las células wt generan un incremento de *130 nM de calcio
intracelular. Mientras que las células transfectadas con el receptor generan un
incremento 200 nM. Es decir que las células transfectadas incrementan su
concentracion de calcio 50-70 nM mas que las células wt (Fig. R1 d). Esto ultimo se
puede atribuir a la aparicion de un nimero discreto de receptores S1P1-GFP en la
membrana. Ambas respuestas fueron bloqueadas al incubar las células con PMA 1 uM
(Fig. R1 d). Posteriormente se realizé una curva dosis-respuesta para evaluar la
actividad intrinseca de la S1P en distintas concentraciones. Se encontr6 que la S1P
produce una respuesta gradual dependiente de la concentracion. El efecto minimo de
movilizacion de calcio intracelular se obtiene con concentraciones bajas entre 1 nM y

10 nM; conforme aumenta la concentracion de S1P, la pendiente aumenta
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positivamente hasta llegar al efecto maximo que se obtiene con una concentracion de
10 uM y donde la curva empieza a formar una meseta que esta alrededor de 200 nM
por encima del basal (Fig. R2 a). De acuerdo a un ajuste no lineal de cuatro
parametros, se observa una ECso alrededor de 100 nM con una R2Z de 0.73. La
diferencia en la magnitud de la respuesta segin la concentraciéon de S1P se puede ver
con mayor claridad en los trazos representativos (Fig. R2 b). Dado que la S1P tiene
una concentracion plasmatica de 0.5 uM (M. Lee, 1998; Spiegel, 2000), se escogio la

concentracion de 1 uM para el resto de los experimentos.
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1 2
(wt) (51P,
-GFP)
b c
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Fig R1. Visualizaciéon y andlisis funcional del receptor S1P;-GFP. a. De izquierda a derecha:
micrografias tomadas con microscopio confocal FV10i Olympus: GFP, luz visible, merge. La barra
equivale a 10 um. b. Western blot de la inmunoprecipitacién de GFP en células wt (carril 1) y en células
transfectadas con el receptor S1P:-GFP (carril 2). c. Cuantificacion de la movilizacién de calcio
intracelular generada en respuesta a S1P 1 uM en ausencia (izq) y presencia (der) de PMA 1 uM, en
células no transfectadas (wt) y células transfectadas con el receptor (S1P;-GFP). Las columnas

representan el promedio de 7 a 12 determinaciones y las lineas el error estandar. * 0.05>p vs. wt
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Fig. R2. Efecto dosis-dependiente de la S1P sobre el receptor S1P;. Las células se incubaron con
Fura-2AM 5 pM durante 1 h a 37 °C, posteriormente se lavaron y se estimularon con concentraciones
de S1P desde 100 pM hasta 10 pM (lineas claras a oscuras) para hacer las mediciones de los cambios en
la concentracién de calcio intracelular ([Ca?*];). a. Curva dosis-respuesta a S1P. Los puntos representan
el promedio de 5-8 determinaciones usando distintas preparaciones de células y las lineas el error
estandar. b. Trazos representativos de la curva que se muestra en a. Las lineas claras a oscuras
representan las concentraciones 100 pM hasta 10 pM respectivamente.

EL PMA INDUCE LA FOSFORILACION Y DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR S1P,

Watterson y sus colaboradores (2002) reportaron que en presencia de PMA el
receptor es fosforilado. Por lo que quisimos analizar si la activacién de la PKC y la
consecuente fosforilacion del receptor también tenia un efecto sobre Ia
desensibilizacién del receptor en este modelo. Para esto, las células fueron
preincubadas con distintas concentraciones de PMA durante 5 min para después
medir la respuesta a S1P. Las concentraciones de PMA se utilizaron desde 100 pM,
(concentracion en la que no se observo ningun efecto de desensibilizacion sobre la
respuesta enddgena del receptor a la S1P), hasta 1 uM (concentracién en la que
desaparece casi totalmente la respuesta) (Fig. R3 a y b). De acuerdo a un ajuste no
lineal de cuatro parametros, la ICso de PMA, es decir la concentracion a la cual se
observa 50% de inhibicién de la respuesta enddgena, se encuentra alrededor de 10

nM con una R%Zde 0.86. Dado que a una concentracién de 1 uM se observé una
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desensibilizacion total por PMA, se utilizé esta concentracién para los experimentos
siguientes. Por otro lado, el analisis de la fosforilacion del receptor inducida por PMA
mostro que la fosforilacion ocurre rapidamente, dos minutos después de afladir PMA y
continué aumentando hasta los 30 min. Se encontr6 que la fosforilaciéon también es
dosis-dependiente, observando un punto maximo a una concentraciéon también de 1

UM y con una ECso también alrededor de 10 nM (Fig. A2 del Anexo 1).
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Fig. R3. Efecto de la activacion de la PKC sobre la desensibilizacion del receptor S1P;. Las células
se incubaron con Fura-2AM 5 puM durante 1 h a 37 °C, posteriormente se lavaron y se incubaron 5 min
con las concentraciones indicadas de PMA. Se agregé S1P 1 uM donde se indica (flecha) para hacer las
mediciones de los cambios en la concentracién de calcio intracelular ([Ca2+*];). a. Curva dosis-respuesta
a S1P en presencia de PMA. Los puntos representan el promedio de 5-8 determinaciones usando
distintas preparaciones de células y las lineas el error estandar. b. Trazos representativos de la curva
que se muestra en a. Las lineas claras a oscuras representan las concentraciones 100 pM hasta 1 pM
respectivamente.
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EFECTO DE LAS DISTINTAS ISOFORMAS DE PKC SOBRE LA DESENSIBILIZACION
DEL RECEPTOR S1P;

Hasta ahora los resultados demuestran que la activacién de la PKC induce la
fosforilacién y la desensibilizacion del receptor. Sin embargo, el PMA activa las
isoformas clasicas y convencionales. Para buscar la, o las, principales isoformas
involucradas en la regulacion por fosforilacion del receptor S1P: se utilizaron
inhibidores  farmacolégicos  especificos para las  distintas isoformas:
bisindoilmaleimida I (BIM I) para PKC «, 8, y, 8 y € (Toullecs et al., 1991); G66976 para
la isoforma a fundamentalmente (I a concentraciones altas) (Martiny-Baron et al.,
1993); Hispidina para las isoformas I y BII (Gonindard et al., n.d.); rottlerina para la
isoforma § principalmente y con menor potencia y y € (Corbit, Foster, & Rosner,

1999).

Las células fueron preincubadas durante 15 min en presencia de los inhibidores a una
concentracion de 1 uM , después se preincubaron con PMA 1 uM durante 5 min para
posteriormente medir el efecto de la S1P sobre la movilizacién de calcio. Los
resultados mostraron que Unicamente BIM I y G66976 revierten la desensibilizacion
del receptor inducida por PMA. Contrariamente, la Hispidina y la Rottlerina no
tuvieron un efecto significativo, aunque la Hispidina revierte el efecto del PMA
parcialmente (Fig. R4 a y b). Es decir, que incluso cuando estas isoformas se
encuentran inactivas, el PMA sigue siendo capaz de inducir la fosforilacién y la
consecuente desensibilizacion del receptor S1P;. El hecho de que BIM I revierta el
efecto no es sorprendente dado que es un inhibidor poco selectivo e inhibe varias
isoformas, pero el hecho de que G66976 revierta el efecto de la misma manera que
BIM I es una resultado importante ya que de él se puede concluir que al inhibir la
isoforma a principalmente y I en menor grado, el PMA pierde la capacidad de

desensibilizar al receptor.

Ninguno de los inhibidores alteré la respuesta normal del receptor a S1P (Fig. R4 c)

por lo que los resultados anteriores se pueden atribuir inicamente a la inhibicién de
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las isoformas y no a un efecto adverso del inhibidor sobre la via de sefializacién que

libera el calcio intracelular.
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Fig. R4. Efecto de inhibidores especificos para las distintas isoformas de PKC sobre la
movilizacion de Ca2+intracelular y fosforilacién del receptor S1P;. a. Las células se incubaron con
Fura-2AM 5 uM durante 1 h a 37 °C, posteriormente se lavaron y se incubaron en ausencia (S1P) o en
presencia de los siguientes inhibidores durante 15 min: hispidina 1 pM (+HISP), rottlerina 1 uM
(+ROTT), G66976 1 uM (+G66976), bisindoilmaleimida 1 uM (+BIM). Posteriormente las células fueron
incubadas con PMA 1 pM durante 5 min para inducir la desensibilizacién y estimuladas con S1P 1 pM.
b. Trazos representativos del aumento en la concentracién de calcio intracelular ([Ca2+];) inducido por
S1P 1 uM (flecha) con las condiciones descritas en a. c. Se muestra el control del efecto de los
inhibidores solos sobre la respuesta a S1P. Las barras representan el promedio de 7-14
determinaciones de distintas preparaciones y las lineas el error estandar. *** p<0.001 vs. S1P
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Sabiamos que el tratamiento durante toda la noche (overnight, ON), 14 horas, con
PMA de la células provocaba la degradaciéon de las PKC’s (Vazquez-Prado & Garcia-
Sainz, 1996), por lo que para evaluar mas a fondo el papel de estas en la fosforilacion y
desensibilizaciéon del receptor inducida por PMA, se realiz6 el tratamiento ON con 1
uM PMA, previo al analisis funcional del receptor. Desafortunadamente el tratamiento
ON tuvo efectos negativos en la via de sefializacion que lleva a la movilizacion de
calcio, pues inhibi6 todas las respuestas a distintos ligandos que se utilizaban como
control, por lo que tuvimos que analizar Unicamente la fosforilacién. Los experimentos
mostraron que en las células tratadas ON con PMA la fosforilaciéon inducida por PMA
disminuye significativamente, mientras que la fosforilaciéon por S1P fue incluso mayor

que sin el tratamiento (Fig. R5 a).

Para tener un control de la cantidad relativa de las PKC’s en nuestro modelo de
estudio se hicieron western blots con anticuerpos selectivos para las distintas
isoformas. Los resultados mostraron que las isoformas a, B I, B II, y, 8 y €, se expresan
en las células LNCaP S1P1-GFP y que se degradan o sufren una regulacion hacia abajo
por el tratamiento ON (Fig. R5 b) (el anticuerpo contra la isoforma 6 no mostré
ninguna sefial, por lo que se asumié que su expresion en esta linea celular es muy baja
o inexistente; los datos no se muestran). El promedio de tres experimentos, por cada
isoforma, demostré que la PKC a reduce un 83.98% su expresion, la PKC $ I un
87.47%, PKC B I un 90.92%, PKC 6 72.09%, PKC € 77.09% y por ultimo PKC y que s6lo
se reduce un 46.67%. Aunque en porcentaje todas las isoformas excepto y reducen su
expresion mas del 70% con el tratamiento ON, estadisticamente todas las isoformas
excepto la PKC 8 Il mostraron una diferencia relevante de acuerdo a la prueba de t de
student. El hecho de que la PKC 8 II no mostrara una relevancia estadistica se puede
atribuir a la dispersién de los datos ya que la R es de 0.48. Para resolver esto se
podria aumentar el nimero de eventos. No obstante, no se puede descartar el hecho
de que la PKC B II se degrada igual que el resto de las isoformas. Como control del
efecto del tratamiento se utilizé la isoforma { porque su activaciéon no depende de

DAG, por lo que el PMA no tiene ningun efecto sobre su funcion. Esto ultimo se ve
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claramente ya que aun con el tratamiento ON, la PKC ¢ mantiene al 100% su expresion

(Fig. R5 b). Como control de carga se utilizé un anticuerpo contra la proteina 3 actina.
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Fig R5. Efecto del tratamiento ON con PMA sobre fosforilacion del receptor S1P; por PKC. a. Las
células fueron preincubadas con PMA 1 uM ON. Al dia siguiente fueron sometidas al marcaje metabdlico
con 50 pCi/ml [32P]P; durante 3 h a 37°C . Posteriormente se incubaron 15 min con PMA 1 uyMy S1P 1
uUM. Las barras representan el promedio de 5-8 determinaciones y las lineas el error estandar. b.
Western blots que muestran la degradacion de las isoformas de PKC’s después de el tratamiento con 1
uM de PMA ON y sin tratamiento (basal B). Las barras representan el promedio de 2-3 determinaciones

y las lineas el error estandar. Como control de carga se utiliz6 la expresion de la § actina. **0.01>p
*#%0.001>p vs. basal
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ASOCIACION RECEPTOR S1P-PKC

El siguiente paso fue comprobar si existia un asociacion entre las PKC’s a, fl y BIl y el
receptor S1P;. Para esto, las células LNCaP S1P;-GFP se solubilizaron para
inmunoprecipitar el receptor con anticuerpos que reconocen la GFP. Se corrieron los
inmunoprecipitados en geles desnaturalizantes SDS-PAGE para después someterlos a
inmunoblots con anticuerpos especificos para estas isoformas. Para determinar la
cinética de asociacidn, el experimento se realizé en distintos tiempos dentro de los 30
min que ya se habian establecido para el curso temporal de la fosforilacién del
receptor por PMA (Fig. A2 Anexo 1). La coinmunoprecipitaciéon mostré que PKC «, BI
y, en menor medida, BII se asocian al receptor S1P1-GFP en el estado basal (0 min). Sin
embargo, el curso temporal revel6 que las isoformas tienen cinéticas de asociacidon
muy diferentes (Fig. R6 a y b). La isoforma o mostré un aumento gradual desde los 0
min hasta los 15 min que fue el punto de asociacion maxima y, a partir de ahi, empieza
a disociarse. La isoforma I mostré un aumento gradual pero mas lento que la PKC o,
los valores de asociacion no aumentaron respecto al basal hasta los 10 min cuando
empez0 a aumentar y se sostuvo hasta los 30 min. La isoforma BII no mostré un
aumento significativo respecto a su asociacidn basal. Las diferencias en la asociaciéon
de las isoformas de PKC con el receptor se analizaron mas detenidamente al graficar el
aumento a los 15 min respecto al basal, con una n de cuatro experimentos para la PKC
a y de tres experimentos para (3 y BII. Los resultados muestran que la PKC o aumenta
significativamente *200% sobre el basal, mientras que la PKC BI s6lo *100% arriba
del basal. La PKC BII no mostr6 ningiin cambio significativo a los 15 min (Fig. R6 c). Se
confirm6é la asociacion del receptor con estas isoformas realizando la
inmunoprecipitacion al revés, es decir inmunoprecipitando las PKC’s y detectando por

western blot el receptor fusionado a la GFP.
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Fig. R6. Efecto de PMA sobre la asociacién del receptor S1P, y las isoformas de PKC. a. Se realiz6
la inmunoprecipitacién del receptor S1P1-GFP y se detectaron por western blot las tres isoformas de
PKC en células que fueron tratadas con PMA 1 uM durante los tiempos indicados. Los datos se
normalizaron de acuerdo a la cantidad total de receptor inmunoprecipitado en cada tiempo (% sobre
GFP). b. Imagenes representativas de los datos cuantificados en a. c¢. Datos normalizados de acuerdo a
la coinmunoprecipitacién al tiempo 0” (% sobre el basal). Las barras representan el promedio de 3-4
determinaciones y las lineas verticales el error estdndar. d. Inmunoprecipitacién de PKC’s tratadas con
PMA 1 pM durante los tiempos indicados y deteccién por western blot GFP. * 0.05>p vs basal

Resulta interesante que las asociaciones concuerdan. Es decir, a los 15 min el receptor
estd mas asociado a la PKC a que a las demas isoformas. A los 30 min se ve que
disminuye la asociacién con PKC a pero se sostiene con PKC BI. El receptor no se ve
asociado a la PKC BII en ningun tiempo (Fig. R6 d). Es importante mencionar que se
encontro variacion en los resultados de las coinmunoprecipitaciones, lo cual dificult6
por un lado la interpretaciéon del los resultados y por el otro la acumulacién de datos
para reducir el error estdndar del andlisis. Esto ultimo se puede atribuir a que el
método experimental no conservaba en las mejores condiciones el complejo PKC-

receptor, es decir, que dicho complejo es poco estable.
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EFECTO DE LA REPRESION GENICA DE LAS PKC’S ALPHA Y BETA |l SOBRE LA
DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR S1P;

Para investigar mas a fondo y de manera mas especifica la relevancia fisiolégica de las
cPKC’s a, Bl y BII en la desensibilizacion del receptor mediada por PMA, se determiné
la movilizacién de calcio intracelular en células en las que la expresion de PKC o o PKC
BII fue establemente reprimida con shRNA’s. Como control se utilizaron células que
expresan establemente el vector vacio. Desafortunadamente, la transfeccion de los
shRNA’s en las células LNCaP S1P1-GFP redujo la viabilidad celular por lo que nos
vimos obligados a tomar un camino alterno y evaluar el efecto de estos en las células
LNCaP wt. Esto tiene una desventaja importante, las células LNCaP expresan
principalmente S1P; y S1P3 (Akao et al., 2006) que se acoplan a Ggq, Gi2/13 y Gi/o (Tabla
1) (Volker Brinkmann, 2007) dificultando la interpretacién de los resultados ya que
no se pueden atribuir directamente al receptor S1P1. No deja de ser interesante que
incluso en las células wt, la represién de la expresion de PKC o fue el Unico
tratamiento que logroé revertir parcialmente la desensibilizacién del receptor inducida
por PMA, pero no mostro ser estadisticamente significativo (Fig. R7 a y b). Ademas, en
los trazos representativos se alcanza a distinguir que el tratamiento con el shRNA de
PKC a es el inico que regresa discretamente la forma de la respuesta a S1P aunque no
la magnitud (Fig. R7 b). El analisis estadistico mostré que la diferencia entre los
distintos tratamientos no alcanza a ser significativa. Paralelamente, la fosforilacién del
receptor inducida por PMA se redujo significativamente en células transfectadas con
ambos shRNA'’s (tanto con el shRNA de PKC a, como con el shRNA de BII) (Fig A3 del
Anexo 1).

El efecto de la represion génica estable de las PKC’s a y BII mediante la transfecciéon

de shRNA'’s fue estudiada a partir de western blots de lisados celulares (Fig. R7 c).
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Fig. R7. Efecto de la represion génica de PKC a y BII sobre la desensibilizacion del receptor S1P,
mediada por PMA. a. Trazos representativos del aumento en la concentraciéon de calcio intracelular
([Ca2+];). Las células transfectadas con los shRNA'’s se incubaron con Fura-2AM 5 uM durante 1 h a 37
°C, posteriormente se lavaron y se incubaron en ausencia o en presencia de PMA 1 uM durante 5 min.
Fueron estimuladas con S1P 1 uM en donde se indica (flecha). b. Cuantificacién de los trazos mostrados
en a. Las barras representan el promedio de 5-8 determinaciones de distintas preparaciones y las
lineas el error estandar. c. Western blot de la lisis de células transfectadas con los shRNA’s y con el
vector. Los carriles 2 y 3 de la extrema izquierda muestran el cambio de expresion de la PKC a en
presencia del shRNA transfectado en células seleccionadas con puromicina 1 mg/ml durante un
periodo de 2 semanas (*) y varios meses (**).
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Los mecanismos implicados en la via de sefializacion del receptor S1P1 son relevantes
para un gran numero de procesos fisiologicos importantes, entre los que se
encuentran la angiogénesis y la regulacion del sistema vascular; la migracion de
linfocitos y, descubierto mas recientemente, en mecanismos que promueven la
progresion tumoral (H. Lee et al,, 2010). Un mal funcionamiento de los sistemas de
regulacion de estos procesos puede estar implicado en la causa de numerosas
enfermedades. Por esta razon, conocer los mecanismos mediante los cuales se regula
la funcion del receptor S1P: abre muchas puertas para crear estrategias

farmacologicas que tengan aplicaciones clinicas.

Los primeros resultados de esta tesis caracterizan la sefializacién del receptor S1P;-
GFP transfectado en células humanas de préstata. Como se esperaba, la respuesta a
S1P generd una movilizacién de calcio intracelular consistente con la via de
sefalizacién que generaria el receptor acoplado a Gis (Fig. R1 y R2). Posteriormente
se estableci6 una curva dosis-respuesta en la que se observé una ECso alrededor de
100 nM (que se encuentra cercana a la concentracion de S1P en sangre) (Fig. R2). Por
lo que podemos deducir que el modelo de estudio es consistente con lo que ocurre en
cualquier sistema celular en el que coexisten el receptor S1P; y los efectores de la via

de senalizacion.

El trabajo experimental que se presentd en esta tesis confirma las observaciones
publicadas anteriormente (Watterson et al., 2002) que establecen que la activacion de
la PKC por PMA induce la fosforilacion y la desensibilizacion del receptor S1P;. El
efecto de desensibilizacion se observé claramente cuando las células se preincubaron
durante 5 min con PMA antes de ser estimuladas con S1P y se redujo
significativamente la liberaciéon de calcio intracelular respecto al control sin PMA, es
decir respecto al efecto endogeno de la S1P (Fig. R1 c y Fig. R3). Mas aun, en
experimentos paralelos realizados en el laboratorio, se hicieron ensayos de marcaje
metabolico con 32P y se observd que el PMA induce la fosforilaciéon del receptor de

manera temprana y dosis-dependiente con una ECso alrededor de 10 nM (Fig. A2
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Anexo 1). Mientras que la S1P lo hace con una ECso alrededor de 450 nM, que también
es congruente con los niveles de S1P en sangre (Fig. A1 Anexo 1). Es destacable que,
los resultados de la curva dosis-respuesta de PMA en calcio coinciden con los datos de
fosforilacién. La ICso, obtenida en la desensibilizacién medida por calcio, también se
encuentra alrededor de 10 nM y el maximo efecto también fue de 1 pM. Esto podria
implicar que la fosforilacion inducida por la PKC provoca un cambio en la capacidad
funcional del receptor que le impide iniciar una cascada de sefializacion en respuesta
a su ligando. Se ha demostrado que el PMA tiene un efecto menor en la induccién de la
internalizacion que la S1P, y que incluso al inhibir la PKC, la S1P sigue provocando la
internalizacion del receptor (Watterson et al., 2002). El mecanismo mediante el cual
las PKC'’s inducen la desensibilizacion y la internalizacion del receptor S1P1 no se ha
estudiado aun, por lo que buscar estos mecanismos y establecer la internalizacion del

receptor en nuestro modelo celular es una perspectiva interesante de este trabajo.

Mediante el uso de inhibidores farmacoldgicos de las diferentes isoformas de PKC
comprobamos que Unicamente G6 6976 (que es un inhibidor de la isoforma a
principalmente y I en menor grado) y BIM I (que es un inhibidor de varias isoformas,
entre las que se encuentran a y las ) bloquean por completo la desensibilizacion del
receptor S1P;-GFP inducida por PMA (Fig. R4). Aunque el objetivo principal del
proyecto era caracterizar la isoforma PKC responsable del proceso de regulacion, los
inhibidores farmacolégicos no son lo suficientemente selectivos como para sefialar
con certeza la isoforma responsable. Por ejemplo, la Rottlerina se utiliz6 en una
concentracion menor de la recomendada 1 uM porque ha sido ampliamente criticada
cuando se utiliza con el fin de inhibir a la isoforma 6, ya que se ha demostrado que
tiene muy poca selectividad por esta y que mas bien puede inhibir otras cinasas. No
obstante, los resultados nos permitieron, por un lado, orientar nuestra bisqueda hacia
un grupo de isoformas convencionales (PKC a, BI y, en menor grado BII) y, por otro,
disefiar estrategias alternas mas especificas para comprobar que estas isoformas son

las responsables del proceso de regulacion.

El receptor S1P1 se acopla a Giso por lo que activa la PLC y promueve la formacion de

DAG, que es capaz de activar PKC’s convencionales y nuevas. Esto ultimo podria
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sugerir la posibilidad de que las PKC’s estén implicadas en la fosforilacién inducida
por el ligando junto con la GRK que se ha demostrado en linfocitos (Arnon et al., 2011)
y en otras células (Alderton et al., 2001; Watterson et al., 2002). Sin embargo, los
resultados exponen lo contrario. El tratamiento ON con PMA mostré que aun cuando
las PKC’s se encuentran degradadas, la S1P sigue induciendo la fosforilacion del
receptor (Fig. R5 a). En cambio, cuando hay una regulacion hacia abajo de las cPKC'’s a,
By BII principalmente (70 a 90%), y 6 y € en menor grado, la fosforilaciéon por PMA
desaparece por completo. Por otro lado, la cinética de fosforilacién es distinta para
cada elemento, la S1P llega a inducir la fosforilacién maxima a los 10 min y a partir de
ahi comienza a bajar gradualmente (Fig. A1 Anexo1), mientras que el PMA induce un
incremento gradual que sostiene por mas tiempo (Fig. A2 Anexo 1). Aunque estos
resultados sugieren que la acciéon del PMA y de la PKC no tienen relevancia fisiolégica
en la desensibilizacién homodloga del receptor, se deben realizar experimentos que
descarten con mayor certeza este argumento, ya que debemos tomar en cuenta que el
tratamiento ON con PMA podria inducir un estado de estrés que active otras cinasas
capaces de fosforilar el receptor en estas condiciones. Esto ultimo podria explicar el
aumento significativo en la fosforilacion (alrededor de 100%) del receptor por S1P en
las células tratadas con PMA ON respecto a las células sin el tratamiento (Fig. 5 a). Una
aproximacion experimental que podria caracterizar con mayor exactitud el papel de la
PKC en la desensibilizacion del receptor es el andlisis por espectrometria de masas de
los sitios de fosforilacion. Hasta donde sabemos, los sitios de fosforilacién del receptor
se han definido solamente para el agonista sintético FTY720-P (Oo et al,, 2011). No
existe evidencia de los sitios de fosforilacion inducidos por S1P y por PMA, por lo que

seria un enfoque valioso de este trabajo.

Los resultados mostrados en esta tesis coinciden con evidencias publicadas
anteriormente en que los mecanismos mediante los cuales las PKC’s desensibilizan al
receptor son diferentes a los que lo desensibilizan de manera homologa. Sin embargo,
la posibilidad de que estén implicadas en la desensibilizacion heter6loga no se pueden
descartar y esto aun no se ha dilucidado. En el laboratorio del Dr. Garcia Sainz se han

estudiado casos en los que los GPCR’s, por ejemplo el receptor ai,-adrenérgico, es
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desensibilizado al activar receptores para endotelina, acido lisofosfatidico o EGF, y
que en este proceso la PKC juega un papel clave (Alcantara-Hernandez, Leyva-Illades,
& Garcia-Sainz, 2001). Mas aun, se han descrito modelos de comunicacion cruzada
entre el receptor S1P1 y receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTK’s) como el
PDGFR (Alderton et al, 2001; Conway, Rakhit, Pyne, & Pyne, 1999; Hobson et al,,
2001), IGF-1, EGF y el aip-adrenérgico (Castillo-Badillo et al., 2012). El efecto de la
activacion de otros receptores en la desensibilizacion heteréloga del receptor S1P1 se
estudio al inicio de este trabajo pero no se obtuvieron datos alentadores por lo que no
se profundizé en ellos y no se incluyeron en el proyecto. No obstante, repetir los
experimentos o buscar estrategias experimentales alternativas a la medicién del

sistema de recambio fosfoinositidos-calcio, seria otra perspectiva importante.

Una alternativa interesante al modelo de desensibilizaciéon heterdloga propuesto
arriba es que la PKC esté involucrada en la desensibilizacion homologa del receptor en
presencia de bajas concentraciones de S1P, por ejemplo en el espacio intersticial de
algunos drganos (concentraciones micromolares en sangre contra nanomolares en el
espacio intersticial) (Rosen & Goetzl, 2005; Young & Van Brocklyn, 2006). La
presencia de diferentes cinasas reguladoras seguin la concentracién del ligando se ha
encontrado para otros GPCRs como el (2 adrenérgico, en donde cantidades
nanomolares del ligando son suficientes para amplificar la sefial y activar cinsasas
dependientes de segundos mensajeros. Por otro lado, para la activaciéon de la GRK se
necesitan concentraciones mas grandes (Kelly et al, 2008; Tran et al., 2004). El
modelo de regulacion del receptor S1P; inducido por GRK2 se demostro en linfocitos
expuestos a una concentracion alta de S1P, como la que se encuentra en la sangre
(Arnon et al,, 2011). La posibilidad de que otras cinasas como la PKC estén implicadas
en la regulacion inducida por el ligando (desensibilizaciéon homologa) en

concentraciones mas bajas no se ha estudiado atn.

Los estudios de coinmunoprecipitacién revelaron que el receptor S1P: se asocia
principalmente a las isoformas PKC a y BI y que esta asociacién aumenta conforme las
células se estimulan con PMA hasta por 30 min. Sin embargo, de estas dos cinasas, la

PKC a se asocia en mayor grado y el curso temporal es mas reproducible. La PKC fII se
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asocia muy discretamente pero no aumentd con la estimulacion de PMA. En las
indagaciones posteriores a la realizacidon del experimento, se encontr6 evidencia de
que la asociaciéon del receptor a la PKC «a y la PKC I ya se habia reportado en un
contexto de transactivacion entre el VEGFR-2 y S1P: en células de un carcinoma
tiroideo (Bergelin et al, 2010). Con estas observaciones podemos sugerir que
Unicamente las isoformas cPKC’s a principalmente y I en menor grado, se asocian al
receptor y, por ende, pueden ser las responsables de la induccion de la fosforilacion

del receptor por PMA.

Las células LNCaP expresan preferentemente los receptores S1P2 y S1P3 (Akao et al,,
2006) que se asocian a Gijo, Gq y G12/13 (Volker Brinkmann, 2007) por lo que el
incremento discreto en la movilizacion de calcio se puede atribuir a la expresién de
S1Pi1. Aunque este incremento es moderado y no alcanza a ser significativo, el hecho
de que la capacidad de movilizacién de calcio aumente una pequeiia cantidad llama la
atencion. Se necesitarian otras técnicas para comprobar que, al menos en el ensayo
funcional de movilizacion de calcio, el receptor S1P1 es el principal actor. Algo que se
podria hacer para fortalecer el disefio experimental es analizar la expresion del
receptor en nuestro cultivo celular por RT-PCR, tanto de las células transfectadas
como en las wt. Ahora bien, sin la prueba de RT-PCR de las células wt no podemos
asegurar que la respuesta a S1P que enciende el sistema de recambio fosfoinositidos
calcio sea producto del receptor S1P1. Sin embargo, en los resultados observamos que
aun en las células wt, la presencia de PMA desensibiliza la respuesta a S1P (Fig. R1lcy
7a). Mas aun, en las células transfectadas con los shRNA contra las isoformas a y BII, el
shRNA de PKC o es la udnica condicién que alcanza a revertir, aunque sdlo
parcialmente, el efecto del PMA (Fig. R7a y b), lo que podria implicar que esta
isoforma regula a otros miembros de la familia de receptores de S1P ademas de al
receptor S1P1. Estudiar el papel de la PKC a en la regulacion de los receptores de S1P>
y S1P3 podria ser de gran utilidad ya que estos receptores se han involucrado en

procesos de sefializacidn en el sistema cardiovascular (Means & Brown, 2009).
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CONCLUSION

Tomados en conjunto, los datos presentados en esta tesis demuestran que el PMA
induce la fosforilacién y la desensibilizacion del receptor S1P1en células humanas de
cancer de prostata y que este efecto estd mediado por las isoformas convencionales

PKC «, principalmente, y en menor grado PKC (L.

Proponemos el siguiente modelo:

S1P,

I Desensibilizacion I

-

PKCBI

N —

Fig. R8. Modelo representativo de la regulacién por fosforilacion del receptor S1P;inducida por
PMA. La activacion por PMA de la PKC a principalmente, y en menor grado PKC (I, induce la
fosforilacién del receptor impidiendo la activacién por S1P de la via de sefializacion.
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ANEXO 1: RESULTADOS

64



S wa. e

B 9 8 7 -6 5 -Log[S1P] M B 2 5 10 15 30 Minutos
— T T T T 300
i = ¥
= w
_ 400 £ 200 ] ]
3 5
: ' :
T % 100
£ . S
2 300}
"
X 4
: 0 T T T
£ 0 10 20 30
2] -
= Tiempo (min)
£ 200
(=} -
=3
00— —

-Log [S1P] M

Fig. Al. Fosforilacion del receptor S1P; inducida por S1P. a. Las células se marcaron
metabdlicamente con 50 pCi/ml [32P]P; durante 3 h a 37 °C y posteriormente se incubaron con PMA
durante 15 min en las concentraciones indicadas. Los puntos representan el promedio y las lineas el
error estandar de 3-6 determinaciones usando distintas preparaciones de células y las lineas, el error
estdndar. b. Las células se incubaron con PMA 1 pM durante los tiempos indicados. Los puntos
representan el promedio de 5-8 determinaciones y las lineas, el error estandar.
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Fig. A2. Fosforilacion del receptor S1P; en presencia de PMA. a. Las células se marcaron
metabolicamente con 50 uCi/ml [32P]P; durante 3 h a 37 °C y posteriormente se incubaron con PMA
durante 15 min en las concentraciones indicadas. Los puntos representan el promedio y las lineas el
error estandar de 3-6 determinaciones usando distintas preparaciones de células y las lineas, el error
estandar. b. Las células se incubaron con PMA 1 puM durante los tiempos indicados. Los puntos
representan el promedio de 3 determinaciones y las lineas el error estandar.
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Fig. A3. Efecto de la represion génica de PKC a y BII en la fosforilacion del receptor S1P;
inducida por PMA. Las células se transfectaron con el receptor S1P;-GFP y las construcciones de
shRNA’s para PKC o y PKC BII para posteriormente ser sometidas al protocolo de fosforilacién en
ausencia (C) o en presencia de PMA 1 pM (PMA). Las barras representan el promedio y las lineas el
error estandar de 4 a 5 determinaciones de distintas preparaciones. Arriba: Se muestra una
autoradiografia representativa de la fosforilacién. **0.05>p vs. PMA Vector.

67



ANEXO 2: MATERIALES Y METODOS
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CMV/MSV
5'LTR

lp*

B

Amp
nNAl-Ready P Oligonucledétido introducido en el plasmido shRNA PKC a:
pSIREN-RetroQ "
6.4 kb Bamh 1(6441) -
ColEt odi al gatccGTCACAGTACGAGATGCAAttcaagagaTTGCATCTCGTACTGTGACHttttacgcg
olE1 ori 1g-3
SV4o ori EcoR1(2) Oligonuclestido introducido en el plasmido shRNA PKC B IL:

Puro”

5_
gatccgCCAGGAAGTCAGGAATtttcaagagaATTCCTGATGACTTCCTGGttttttacgegtg-

3
B430 6440 10 0 K1) 40
5'-TGTGGAAAGGACGAGGATCL]..shANA oligo cloning site...JGAAT TCTACCGGGTAGGGGAGGCGCT TTTCCCAAGGCAGT-3'
BamH | EcoR |

3-ACACCTTTCCTGCTCCTAGGI...shRNA oligo cloning site...]CT TAAGATGGCCCATCCCCTCCGCGAAAAGGGTTCCGTCA-5

Fig. A4. Mapa de restriccion y sitios de clonacion del vector de expresion pSIREN-RetroQ. En negro se
muestran los sitios Uinicos de restriccién. En letras rojas se resalta la secuencia dirigida al RNAm de cada PKC en
direccién 5’->3’ primero y 3’->5 segundo.

* Figura adquirida de www.clontech.com RNAi-Ready pSIREN-RetroQ Vector Information Protocol No.
PT3737-5.
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Anticuerpo Dilucién Tratamiento Anticuerpo 22
. HRP Rabbit anti-mouse
Solucién de Zymed
GFP 12 | Monoclonal Zymed 1:5000 bloques) 1:10,000 en solucion de bloqueo.
T.L.N 4 °C :
1 h a temperatura ambiente.
e(l)})atg(r)lll’g?oi?o Solucién de Ms x Rb light Chain-S;.)ecific HRP conjugated
GFP 19 Policlonal = (Colin-Santana, 1:5000 bloqueo TLN Millipore
Tesis de 4°C 1:10,000 en solucién de bloqueo.
Licenciatura, 1 h a temperatura ambiente
2005)
. Santa Cruz Solucion de
PKC a 12 | Policlonal Biotechnology 1:1000 bloqueo
T.L.N 4 °C
. Santa Cruz Solucién de
PKCB1 12 | Policlonal . 1:1000 bloqueo
Biotechnology o T
T.L.N 4°C Para Inmunoprecipitaciones:
Santa Cruz Solucién de Ms x Rb light Chain Specific HRP conjugated
PKC B II 12 | Policlonal Biotechnology 1:1000 bloqueo Millipore
T.L.N 4 °C 1:10,000 en solucion de bloqueo.
Santa Cruz Solucion de 1 h a temperatura ambiente
PKC & 12 | Policlonal Biotechnology 1:1000 bloqueo
T.LN 4 °C Para lisados totales:
S C Solucién de HRP Goat anti-rabbit DS Grade
PKCe 12 | Policlonal Bioigzingﬁ)z 1:1000 bloqueo Zymed
i T.L.N 4 °C 1:10,000 en solucion de bloqueo.
S C Solucion de 1 h a temperatura ambiente
PKCy | 1° Policlonal Bioigzingl‘fgy 1:1000 bloqueo
T.L.N 4 °C
Santa Cruz Soluci6n de
PKC ¢ 12 | Policlonal Biotechnology 1:1000 bloqueo
T.L.N 4 °C
Santa Cruz BSA 1% en e Rabe;rcr?:; e
B Actina 12 | Monoclonal . 1:1000 TBS-Tween -,
Biotechnology (0.1%) 1:10,000 en solucion de bloqueo.

1 h a temperatura ambiente.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en el trabajo experimental.

70



REFERENCIAS

Aarthi, ]. ], Darendeliler, M. a, & Pushparaj, P. N. (2011). Dissecting the role of the S1P/S1PR axis in
health and disease. Journal of dental research, 90(7), 841-54.

Akao, Y., Banno, Y., Nakagawa, Y., Hasegawa, N., Kim, T.-]., Murate, T., Igarashi, Y., et al. (2006). High
expression of sphingosine kinase 1 and S1P receptors in chemotherapy-resistant prostate cancer
PC3 cells and their camptothecin-induced up-regulation. Biochemical and biophysical research
communications, 342(4), 1284-90.

Alcantara-Hernandez, R., Leyva-Illades, D., & Garcia-Sainz, ]. a. (2001). Protein kinase C-alpha(1b)-
adrenoceptor coimmunoprecipitation: effect of hormones and phorbol myristate acetate.
European journal of pharmacology, 419(1), 9-13.

Alderton, F., Rakhit, S., Kong, K. C., Palmer, T., Sambi, B., Pyne, S., & Pyne, N. ]. (2001). Tethering of the
platelet-derived growth factor beta receptor to G-protein-coupled receptors. A novel platform for
integrative signaling by these receptor classes in mammalian cells. The Journal of biological
chemistry, 276(30), 28578-85.

Alvarez, S. E., Milstien, S., & Spiegel, S. (2007). Autocrine and paracrine roles of sphingosine-1-
phosphate. Trends in endocrinology and metabolism: TEM, 18(8), 300-7.

Ancellin, N.,, & Hla, T. (1999). Differential pharmacological properties and signal transduction of the
sphingosine 1-phosphate receptors EDG-1, EDG-3, and EDG-5. The Journal of biological chemistry,
274(27),18997-9002.

Arnon, T. L, Xu, Y, Lo, C, Pham, T., An, ]., Coughlin, S., Dorn, G. W., et al. (2011). GRK2-dependent S1PR1
desensitization is required for lymphocytes to overcome their attraction to blood. Science,
333(6051), 1898-903.

Avendafio-Vazquez, S. E., Garcia-Caballero, A., & Garcia-Sainz, J. A. (2005). Phosphorylation and
desensitization of the lysophosphatidic acid receptor LPA1. The Biochemical journal, 385(Pt 3),
677-84.

Benovic, ] L, Strasser, R. H., Caron, M. G., & Lefkowitz, R.]. (1986). Beta-adrenergic receptor kinase:
identification of a novel protein kinase that phosphorylates the agonist-occupied form of the
receptor. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 83(9),
2797-801.

Benovic, Jeffrey L, Pike, L. ]., Cerione, R. A,, Staniszewskis, C., Yoshimasa, T., Codina, ., Caron, M. G., et al.
(1985). Phosphorylation of the Mammalian beta-Adrenergic Receptor by Cyclic AMP-dependent
Protein Kinase. The Journal of biological chemistry, 260, No. 1, 7094-7101.

Bergelin, N., Blom, T., Heikkil3, J., Lof, C., Alam, C., Balthasar, S, Slotte, J. P., et al. (2010). Sphingosine
kinase as an oncogene: autocrine sphingosine 1-phosphate modulates ML-1 thyroid carcinoma
cell migration by a mechanism dependent on protein kinase C-alpha and ERK1/2. Endocrinology,
151(7),2994-3005.

Bjarnadéttir, T. K., Gloriam, D. E., Hellstrand, S. H., Kristiansson, H., Fredriksson, R., & Schidth, H. B.
(2006). Comprehensive repertoire and phylogenetic analysis of the G protein-coupled receptors
in human and mouse. Genomaics, 88(3), 263-73.

71



Blaho, V. a, & Hla, T. (2011). Regulation of mammalian physiology, development, and disease by the
sphingosine 1-phosphate and lysophosphatidic acid receptors. Chemical reviews, 111(10), 6299-
320.

Brinkmann, V, Chen, S, Feng, L., Pinschewer, D., Nikolova, Z., & Hof, R. (2001). FTY720 alters
lymphocyte homing and protects allografts without inducing general immunosuppression.
Transplantation proceedings, 33(1-2), 530-1.

Brinkmann, Volker. (2007). Sphingosine 1-phosphate receptors in health and disease: mechanistic
insights from gene deletion studies and reverse pharmacology. Pharmacology & therapeutics,
115(1), 84-105.

Brinkmann, Volker, Billich, A., Baumruker, T., Heining, P., Schmouder, R,, Francis, G., Aradhye, S., et al.
(2010). Fingolimod (FTY720): discovery and development of an oral drug to treat multiple
sclerosis. Nature reviews. Drug discovery, 9(11), 883-97.

Castillo-Badillo, J. a, Molina-Muioz, T., Romero-Avila, M. T., Vazquez-Macias, A., Rivera, R., Chun, J., &
Garcia-Sdinz, J. A. (2012). Sphingosine 1-phosphate-mediated a1B-adrenoceptor desensitization
and phosphorylation. Direct and paracrine/autocrine actions. Biochimica et biophysica acta,
1823(2), 245-54.

Conway, a M., Rakhit, S., Pyne, S., & Pyne, N. . (1999). Platelet-derived-growth-factor stimulation of the
p42/p44 mitogen-activated protein kinase pathway in airway smooth muscle: role of pertussis-
toxin-sensitive G-proteins, c-Src tyrosine kinases and phosphoinositide 3-kinase. The Biochemical
journal, 337 (2),171-7.

Corbit, K. C,, Foster, D. a, & Rosner, M. R. (1999). Protein kinase Cdelta mediates neurogenic but not
mitogenic activation of mitogen-activated protein kinase in neuronal cells. Molecular and cellular
biology, 19(6), 4209-18.

Devi, L. (1991). Consensus sequence for processing of peptide precursors at monobasic sites. FEBS
letters, 280(2), 189-94.

Ferguson, S. S. (2001). Evolving concepts in G protein-coupled receptor endocytosis: the role in
receptor desensitization and signaling. Pharmacological reviews, 53(1), 1-24.

Fieger, C. B.,, Huang, M.-C., Van Brocklyn, J. R., & Goetzl, E. ]. (2005). Type 1 sphingosine 1-phosphate G
protein-coupled receptor signaling of lymphocyte functions requires sulfation of its extracellular
amino-terminal tyrosines. FASEB journal : official publication of the Federation of American
Societies for Experimental Biology, 19(13), 1926-8.

Garcia-Sainz, |. a, Gottfried-Blackmore, a, Vazquez-Prado, ]., & Romero-Avila, M. T. (1999). Protein
kinase C-mediated phosphorylation and desensitization of human alpha(1b)-adrenoceptors.
European journal of pharmacology, 385(2-3), 263-71.

Garcia-Sainz, J. A. (1981). Decreased Sensitivity to alpha2 Adrenergic Amines, Adenosine and
Prostagladins in White Fat Cells from Hamsters Treated with Pertussis Vaccine. FEBS letters,
126(2),306-308.

Gilman, A. G. (1984). G proteins and dual control of adenylate cyclase. Cell, 36(3), 577-9.

Gilman, A. G. (1995). G Proteins and Regulation of Adenylyl Cyclase I. Bioscience Reports, 15(2).

72



Goninard, C., Bergonzi, C.,, Denier, C., Sergheraert, C., Klabe, A., Chavant, L., & Hollande, E. (1997).
Synthetic hispidin, a PKC inhibitor, is more cytotoxic toward cancer cells than normal cells in
vitro. Cell biology and toxicology, 13(3), 141-153.

Grynkiewicz, G., Poenie, M., & Tsien, R. Y. (1985). A new generation of Ca2+ indicators with greatly
improved fluorescence properties. The Journal of biological chemistry, 260(6), 3440-50.

Gutiérrez-Venegas, G., & Garcia-Sainz, ]. a. (1991). Activation of protein kinase C inhibits hormonal
stimulation of the GTPase activity of Gi in human platelets. FEBS letters, 279(2), 316-8.

Hernandez-Sotomayor, S. M., Macias-Silva, M., Malbon, C. ., & Garcia-Sainz, ]. A. (1991). Modulation of Gs
activity by phorbol myristate acetate in rat hepatocytes. American journal of physiology. Cell
physiology, 260, C259-C265.

Hla, T, & Maciag, T. (1990). An abundant transcript induced in differentiating human endothelial cells
encodes a polypeptide with structural similarities to G-protein-coupled receptors. The Journal of
biological chemistry, 265(16), 9308-13.

Hla, Timothy, Venkataraman, K., & Michaud, J. (2008). The vascular S1P gradient-cellular sources and
biological significance. Biochimica et biophysica acta, 1781(9), 477-82.

Hobson, |. P., Rosenfeldt, H. M., Barak, L. S, Olivera, a, Poulton, S., Caron, M. G., Milstien, S, et al. (2001).
Role of the sphingosine-1-phosphate receptor EDG-1 in PDGF-induced cell motility. Science,
291(5509), 1800-3.

Igarashi, J., & Michel, T. (2008). The enigma of sphingosine 1-phosphate synthesis: a novel role for
endothelial sphingosine kinases. Circulation research, 102(6), 630-2.

Johnson, K. R, Becker, K. P., Facchinetti, M. M., Hannun, Y. a, & Obeid, L. M. (2002). PKC-dependent
activation of sphingosine kinase 1 and translocation to the plasma membrane. Extracellular
release of sphingosine-1-phosphate induced by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). The
Journal of biological chemistry, 277(38), 35257-62.

Kelly, E., Bailey, C. P., & Henderson, G. (2008). Agonist-selective mechanisms of GPCR desensitization.
British journal of pharmacology, 153, S379-S388.

Kenakin, T. P. (2009). A Pharmacology Primer: Theory, Applications and Methods (3rd ed., p. 389).
Oxford, UK: Elsevier Academic Press.

Kleuss, C., Raw, a S,, Lee, E., Sprang, S. R., & Gilman, a G. (1994). Mechanism of GTP hydrolysis by G-
protein alpha subunits. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 91(21), 9828-31.

Lagerstrom, M. C., & Schidth, H. B. (2008). Structural diversity of G protein-coupled receptors and
significance for drug discovery. Nature reviews. Drug discovery, 7(4), 339-57.

Lee, H., Deng, J., Kujawski, M., Yang, C., Liu, Y., Herrmann, A., Kortylewski, M., et al. (2010). STAT3-
induced S1PR1 expression is crucial for persistent STAT3 activation in tumors. Nature medicine,

16(12), 1421-8.

Lee, M. (1998). Sphingosine-1-Phosphate as a Ligand for the G Protein-Coupled Receptor EDG-1.
Science, 279(5356), 1552-1555.

73



Lee, M. ], Evans, M., & Hla, T. (1996). The inducible G protein-coupled receptor edg-1 signals via the
G(i)/mitogen-activated protein kinase pathway. The Journal of biological chemistry, 271(19),
11272-9.

Lee, M. ., Thangada, S., Liu, C. H., Thompson, B. D., & Hla, T. (1998). Lysophosphatidic acid stimulates
the G-protein-coupled receptor EDG-1 as a low affinity agonist. The Journal of biological chemistry,
273(34),22105-12.

Liy, C. H, Thangada, S., Lee, M. ]., Van Brocklyn, ]. R,, Spiegel, S., & Hla, T. (1999). Ligand-induced
trafficking of the sphingosine-1-phosphate receptor EDG-1. Molecular biology of the cell, 10(4),
1179-90.

Luttrell, L. M., & Lefkowitz, R.]. (2002). The role of beta-arrestins in the termination and transduction
of G-protein-coupled receptor signals. Journal of cell science, 115(Pt 3), 455-65.

Lynch, K. R., & Macdonald, T. L. (2008). Sphingosine 1-phosphate chemical biology. Biochimica et
biophysica acta, 1781(9), 508-12.

Malbon, C. C., Rapiejko, P. ]., & Garcia-Sainz, ]. a. (1984). Pertussis toxin catalyzes the ADP-ribosylation
of two distinct peptides, 40 and 41 kDa, in rat fat cell membranes. FEBS letters, 176(2), 301-6.

Mangmoo], S., & Kurose, H. (2011). G(i/o) Protein-Dependent and -Independent Actions of Pertussis
Toxin (PTX). Toxins, 3(7), 884-99.

Marchese, A., George, S. R., Kolakowski, L. F., Lynch, K. R,, & O’Dowd, B. F. (1999). Novel GPCRs and their
endogenous ligands: expanding the boundaries of physiology and pharmacology. Trends in
pharmacological sciences, 20(9), 370-5.

Martiny-Baron, G., Kazanietz, M. G., Mischak, H., Blumberg, P. M., Kochs, G., Hug, H., Marmé, D., et al.
(1993). Selective inhibition of protein kinase C isozymes by the indolocarbazole G6 6976. The
Journal of biological chemistry, 268(13), 9194-7.

Mathiesen, ]. M., & Ramirez, M. T. (2006). The metabotropic glutamate receptor 4 is internalized and
desensitized upon protein kinase C activation. British journal of pharmacology, 148(3), 279-90.

Means, C. K., & Brown, J. H. (2009). Sphingosine-1-phosphate receptor signalling in the heart.
Cardiovascular research, 82(2), 193-200.

Melendez, A.]. (2008). Sphingosine kinase signalling in immune cells: potential as novel therapeutic
targets. Biochimica et biophysica acta, 1784(1), 66-75.

Moore, K. L. (2003). The biology and enzymology of protein tyrosine O-sulfation. The Journal of
biological chemistry, 278(27), 24243-6.

Morris, a ]., & Malbon, C. C. (1999). Physiological regulation of G protein-linked signaling. Physiological
reviews, 79(4), 1373-430.

Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2008). Biosignaling. Lehninger: Principles of Biochemistry. New York, NY:
W.H. Freeman and Company.

Neve, K. A. (2006). Novel Features of G Protein-Coupled Receptor Kinase 4. Molecular pharmacology,
69(3), 673-676.

74



Newton, A. C. (2010a). Protein kinase C : poised to signal. American journal of physiology Endocrinology
and Metabolism, 298, E395-E402.

Newton, A. C. (2010b). Regulation of Conventional and Novel Protein Kinase C Isozymes by
Phosphorylation and Lipids. In M. G. Kazanietz (Ed.), Protein Kinase C in Cancer Signaling and
Therapy (pp. 9-24). Totowa, NJ: Humana Press.

Noda, Y., Kohjima, M,, Izaki, T., Ota, K., Yoshinaga, S., Inagaki, F., Ito, T., et al. (2003). Molecular
recognition in dimerization between PB1 domains. The Journal of biological chemistry, 278(44),
43516-24.

Ogretmen, B., & Hannun, Y. a. (2004). Biologically active sphingolipids in cancer pathogenesis and
treatment. Nature reviews. Cancer, 4(8), 604-16.

Ohno, Y., Ito, A,, Ogata, R,, Hiraga, Y., Igarashi, Y., & Kihara, A. (2009). Palmitoylation of the sphingosine
1-phosphate receptor S1P is involved in its signaling functions and internalization. Genes to cells :
devoted to molecular & cellular mechanisms, 14(8),911-23.

0o, M. L, Chang, S., Thangada, S., Wu, M,, Rezaul, K,, Blaho, V., Hwang, S., et al. (2011). Engagement of
S1P 1 -degradative mechanisms leads to vascular leak in mice. The Journal of clinical investigation,
121(6), 2290-2300.

0o, M. L, Thangada, S., Wu, M.-T,, Liu, C. H,, Macdonald, T. L., Lynch, K. R,, Lin, C.-Y,, et al. (2007).
Immunosuppressive and anti-angiogenic sphingosine 1-phosphate receptor-1 agonists induce
ubiquitinylation and proteasomal degradation of the receptor. The Journal of biological chemistry,
282(12),9082-9.

Parrill, a L., Wang, D., Bautista, D. L., Van Brocklyn, ]. R,, Lorincz, Z., Fischer, D. ], Baker, D. L., et al.
(2000). Identification of Edg1 receptor residues that recognize sphingosine 1-phosphate. The
Journal of biological chemistry, 275(50), 39379-84.

Pitcher, ], Lohse, M. ]., Codina, J., Caron, I. M. G., & Lefkowitz, R.]. (1992). Desensitization of the Isolated
beta2-adrenergic Receptor by beta-Adrenergic Receptor Kinase, cAMP-Dependent Protein Kinase,
and Protein Kinase C Occurs via Distinct Molecular Mechanisms. Biochemistry, 31, 3193-3197.

Pyne, S, & Pyne, N. ]. (2000). Sphingosine 1-phosphate signalling in mammalian cells. The Biochemical
journal, 349(Pt 2), 385-402.

Pyne, Susan, Lee, S. C,, Long, ]., & Pyne, N.]. (2009). Role of sphingosine kinases and lipid phosphate
phosphatases in regulating spatial sphingosine 1-phosphate signalling in health and disease.
Cellular signalling, 21(1), 14-21.

Reiter, E., & Lefkowitz, R.]. (2006). GRKs and beta-arrestins: roles in receptor silencing, trafficking and
signaling. Trends in endocrinology and metabolism: TEM, 17(4), 159-65.

Rivera, ]., Proia, R. L., & Olivera, A. (2008). The alliance of sphingosine-1-phosphate and its receptors in
immunity. Nature reviews. Inmunology, 8(10), 753-63.

Rosen, H., & Goetz], E. ]J. (2005). Sphingosine 1-phosphate and its receptors: an autocrine and paracrine
network. Nature reviews. Inmunology, 5(7), 560-70.

75



Rosen, H., Gonzalez-Cabrera, P. ., Sanna, M. G., & Brown, S. (2009). Sphingosine 1-phosphate receptor
signaling. Annual review of biochemistry, 78, 743-68.

Salaun, C., Greaves, J., & Chamberlain, L. H. (2010). The intracellular dynamic of protein palmitoylation.
The Journal of cell biology, 191(7), 1229-38.

Schleicher, S., Boekhoff, I, Arriza, ], Lefkowitz, R. ]., & Breer, H. (1993). A beta-adrenergic receptor
kinase-like enzyme is involved in olfactory signal termination. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 90(4), 1420-4.

Shenoy, S. K., & Lefkowitz, R. ]. (2005a). Seven-transmembrane receptor signaling through beta-
arrestin. Science’s STKE : signal transduction knowledge environment, 2005(308), cm10.
doi:10.1126/stke.2005/308/cm10

Shenoy, S. K., & Lefkowitz, R.]. (2005b). Receptor-Specific Ubiquitination of beta-arrestin Directs
Assembly and Targeting of 7TM Receptor-Signalosomes. Journal of biological chemistry, (14), 1-
21.

Spiegel, S. (2000). Sphingosine 1-phosphate: a ligand for the EDG-1 family of G-protein-coupled
receptors. Annals of the New York Academy of Sciences, 905, 54-60.

Steinberg, S. F. (2008). Structural Basis of Protein Kinase C Isoform Function. Physiological reviews, 88,
1341-1378.

Strasser, R. H,, Sibley, D. R,, & Lefkowitz, R.]. (1986). A novel catecholamine-activated adenosine cyclic
3’,5'-phosphate independent pathway for beta-adrenergic receptor phosphorylation in wild-type
and mutant S49 lymphoma cells: mechanism of homologous desensitization of adenylate cyclase.
Biochemistry, 25(6), 1371-7.

Strathmann, M. P. (1991). G 12 and G 13 Subunits Define a Fourth Class of G Protein Subunits.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 88(13), 5582-5586.

Tao, Y.-X. (2006). Inactivating mutations of G protein-coupled receptors and diseases: structure-
function insights and therapeutic implications. Pharmacology & therapeutics, 111(3), 949-73.

Tobin, a B. (2008). G-protein-coupled receptor phosphorylation: where, when and by whom. British
journal of pharmacology, 153 Suppl (December 2007), S167-76.

Toullecs, D., Pianettis, P., Belleverguel, P., Grand-perrets, T., Ajakanee, M., Baudets, V., Boissinb, P., et al.
(1991). The Bisindolylmaleimide GF 109203X Is a Potent and Selective Inhibitor of Protein Kinase
C. The Journal of biological chemistry, 266(24), 15771-15781.

Tran, T. M., Friedman, ]., Qunaibi, E., Baameur, F., Moore, R. H., & Clark, R. B. (2004). Characterization of
agonist stimulation of cAMP-dependent protein kinase and G protein-coupled receptor kinase

phosphorylation of the beta2-adrenergic receptor using phosphoserine-specific antibodies.
Molecular pharmacology, 65(1), 196-206.

Ueda, N,, Ifiiguez-Lluhi, ]. A, Lee, E., Smrcka, A. V, Robishaw, ]. D., & Gilman, A. G. (1994). G Protein beta
gamma Subunits. The Journal of biological chemistry, 269(6), 4388-4395.

Vazquez-Prado, ]., & Garcia-sainz, J. A. (1996). Effect of Phorbol Cells Expressing Myristate Acetate on
al-Adrenergic Action Recombinant. Molecular pharmacology, 50, 17-22.

76



Venkataraman, K., Lee, Y.-M., Michaud, ]., Thangada, S., Ai, Y., Bonkovsky, H. L., Parikh, N. S, et al. (2008).
Vascular endothelium as a contributor of plasma sphingosine 1-phosphate. Circulation research,
102(6), 669-76.

Watterson, K. R,, Johnston, E., Chalmers, C., Pronin, A., Cook, S. ., Benovic, J. L., & Palmer, T. M. (2002).
Dual regulation of EDG1/S1P(1) receptor phosphorylation and internalization by protein kinase C
and G-protein-coupled receptor kinase 2. The Journal of biological chemistry, 277(8), 5767-77.

Wennerberg, K., Rossman, K. L., & Der, C. ]. (2005). The Ras superfamily at a glance. Journal of cell
science, 118(Pt 5), 843-6.

Wettschureck, N., & Offermanns, S. (2005). Mammalian G Proteins and Their Cell Type Specific
Functions. Physiological reviews, 85, 1159-1204.

Yatomi, Y, Ozaki, Y., Ohmori, T., & Igarashi, Y. (2001). Sphingosine 1-phosphate: synthesis and release.
Prostaglandins, 64(1-4),107-122.

Yatomi, Yutaka. (2008). Plasma sphingosine 1-phosphate metabolism and analysis. Biochimica et
biophysica acta, 1780(3), 606-11.

Yau, K. (1994). Cyclic nucleotide-gated channels : An expanding ion channels. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 91(April), 3481-3483.

Young, N., & Van Brocklyn, . R. (2006). Signal transduction of sphingosine-1-phosphate G protein-
coupled receptors. TheScientificWorldJournal, 6, 946-66.

Zhang, H., Desai, N. N,, Olivera, a, Seki, T., Brooker, G., & Spiegel, S. (1991). Sphingosine-1-phosphate, a
novel lipid, involved in cellular proliferation. The Journal of cell biology, 114(1), 155-67.

77



	Portada

	Índice

	Resumen
	Introducción
	Hipótesis   Objetivos

	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión y Perspectivas
	Conclusión
	Anexos

	Referencias

