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RESUMEN.

El acido lisofosfatidico (LPA) es un lipido bioactivo que promueve una gran
variedad de efectos a nivel celular gracias a la activacion de un grupo de
receptores pertenecientes a la super familia de receptores acoplados a proteinas
G. Las respuestas celulares inducidas por el LPA pueden ser reguladas por
eventos de fosforilacion de sus receptores, fendmeno conocido como
desensibilizaciéon (homdloga cuando es inducida por su ligando y heterdloga
cuando es independiente de ligando). En el presente trabajo se estudio el papel
que juegan las isoformas clasicas de la proteina cinasa C (PKC) en la
desensibilizacion del receptor LPA; inducida por un éster de forbol, el forbol
miristato acetato (PMA). Para esto utilizamos una construccion del receptor LPA;
fusionado a la proteina verde fluorescente, misma que se transfectdé para
expresion estable en la linea celular C9 de epitelio de higado de rata (C9 LPA;-
eGFP). La incubacion de las células C9 LPAs- eGFP toda la noche con PMA,
produjo la disminuciéon en la cantidad de las distintas isoformas de las PKCs
clasicas (a, Bl, Bll y y), de una isoforma nueva (8), mientras que para la isoforma
atipica ¢ no observamos este efecto. El tratamiento con PMA toda la noche
bloqueé la fosforilacion y la desensibilizacién del receptor LPA producida por el
PMA. El uso de los inhibidores farmacolégicos G66976, selectivo para PKC a y B,
e hispidina, selectivo para PKC 3, también bloqueo parcialmente la fosforilacidén y
la desensibilizacion del receptor. La cotransfeccion con mutantes dominantes
negativas para las isoformas PKC a y PKC Bll, y el uso de shRNAs dirigidos
contra estas isoformas de PKC, produjo una reduccion de la fosforilacion del
receptor LPA; inducida por PMA y LPA, pero evitd la desensibilizacion. La
estimulacion de las células C9 LPA-eGFP con LPA y PMA indujo la asociacién de
PKC a y PKC Il al receptor LPA; ademas, también indujo la asociacién de las
cinasas GRK2 y GRK3 (cinasas que participan en la desensibilizaciéon homéloga)
a este receptor para ambos estimulos. Se trata de una forma de regulacion mas
compleja a los modelos de desensibilizacion de receptores acoplados a proteinas
G actualmente conocidos. En éste trabajo demostramos que la fosforilacion del
receptor LPA; inducida por PMA es mediada por PKC a y PKC (3.



ABSTRACT.

Lysophosphatidic acid (LPA) is a bioactive lipid that promotes different effects at
the cellular level by activating a group of receptors belonging to the G-protein
coupled receptors super family. LPA-induced cellular responses could be regulated
by phosphorylation of its receptors, a phenomenon known as desensitization
(homologous when induced by its ligand, and heterologous when it is ligand-
independent). In this work, we assessed the role of the classical isoforms of protein
kinase C on LPA; receptor desensitization induced by a phorbol ester, phorbol
myristate acetate (PMA). For this purpose, we constructed an LPA4 receptor fused
to the green fluorescent protein which was transfected for stable expression in C9
cells, an epithelial cell line derived from rat liver (C9 LPA1-eGFP). By incubating
cells with PMA overnight we were able to observe down-regulation of the classical
PKC isoforms (a, BI, Bll and y), as well as for the new isoform &, while no effect
was observed for the atypical ¢ isoform. PMA overnight treatment blocked
phosphorylation and desensitization of LPA4 receptor induced by PMA. The use of
the pharmacological inhibitors G66976, for PKC a and B, and hispidin for PKC j,
partially blocked LPA; receptor phosphorylation and desensitization.
Cotransfection with dominant negative mutants of PKC a and PKC Bll, and the use
of shRNA directed against these isoforms of PKC, resulted in a reduction of LPA;
receptor phosphorylation induced by LPA and PMA, but such treatments did not
reverse desensitization. Stimulation of C9 LPA-eGFP cells with LPA and PMA
induced association of PKC a and PKC (Il to LPA¢ receptors and also association
of GRK2 and GRK3 (kinases involved in homologous desensitization). These data
showed a form of regulation more complex than the models of G protein-coupled
receptor desensitization currently established. Moreover, we demonstrated that
PMA-induced LPA+ receptor phosphorylation is mediated by PKC a and PKC BlI.



ABREVIATURAS

ATP Adenosina trifosfato

ATX Autotaxina

BIM Bisindolilmaleimida |

ca® Calcio

cAMP Adenosina monofosfato ciclico

DAG Diacilglicerol

DN Mutante dominante negativa

GRK Cinasa de los receptores acoplados a proteinas G
GPCR  Receptor acoplado a proteinas G

IPs3 Inositol 1,4,5-trifosfato

LPA Acido lisofosfatidico

LPA; Receptor para acido lisofosfatidico subtipo 1

2p Fosforo 32

PKC Proteina cinasa C

PMA Ester de forbol, forbol-miristato-acetato

RTK Receptor con actividad de cinasa de residuos de tirosina

S1P Esfingosina-1-fosfato

shRNA RNA pequefio interferente de horquilla



I. INTRODUCCION

El acido lisofosfatidico (LPA) es un lipido bioactivo compuesto por una molécula
de glicerol, una cadena de acido graso y un grupo fosfato (monoacil-sn-glicerol-3-
fosfato, fig. 1A). Este lipido promueve una gran variedad de efectos en los
animales, como la implantacién y distribucion de los embriones en roedores y es
importante en el desarrollo vascular y del cerebro en los vertebrados, ademas de
que se ha relacionado con padecimientos como la hidrocefalia (Yung et al., 2011)
y con el desarrollo de algunos tipos de cancer, como el de ovario y el de colon; a
nivel celular induce proliferacion, sobrevivencia y migracion, figura 1B (Mills y
Moolenaar, 2003).

Inicialmente el LPA fue descubierto como uno de los componentes que eran
liberados por las plaquetas activadas (Yukiura et al., 2011); pero ahora se sabe
que este lipido es muy abundante en los fluidos corporales, y se encuentra en
niveles altos en el suero (1-5 pM) donde puede ser transportado de forma activa
unido a albumina. También esta presente en la saliva, el liquido de ascitis, el

liquido seminal y el fluido folicular (Moolenaar, 1994).

Los efectos fisiolégicos promovidos por el LPA son mediados por la activaciéon de
un grupo de receptores pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs). El descubrimiento del primer receptor para LPA a mediados
de los anos 90 del siglo pasado, abridé un gran panorama para el estudio de la
funcién, mecanismos de sefalizacion y regulacién de las acciones del LPA
(Contos et al., 2000; Fukushima y Chun, 2001).

Hasta la fecha se han identificado 7 receptores para LPA, dentro de los cuales los
subtipos 1, 2 y 3 tienen una identidad del 50 %, y se encuentran mas relacionados
filogenéticamente a los receptores para otro fosfolipido importante, la esfingosina-
1-fosfato (S1P). Los otros cuatro receptores se encuentran mas relacionados con
una familia de receptores de nucledtidos de adenina conocida como P2Y. Cada
uno de los receptores para LPA puede acoplarse a diferentes proteinas G,

dependiendo del tipo celular que se trate, y seguir distintas vias de sefializacion
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como se puede observar en la figura 1C (Chun et al., 2002; Anliker y Chun, 2004,
Gardell et al., 2006; Avendaino-Vazquez et al., 2007).
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Figura 1. Principales funciones del LPA. A) estructura quimica del acido lisofosfatidico. B) Hasta la

fecha se reconocen 6 receptores para LPA (LPA.¢), pero también se ha visto que el receptor GPR87

puede ser activado por LPA, ademas el LPA puede activar al receptor nuclear PPARy. Aqui se

muestran las principales funciones de cada receptor. C) El receptor LPA; se puede acoplar

principalmente a la via de Gi, que inhibe la actividad de la adenilato ciclasa y reduce los niveles de

cAMP, teniendo como consecuencia la migracion y sobrevivencia celular; también puede acoplarse

a la via de Gq que activa a la fosfolipasa C, que produce DAG e IP3; este ultimo permite la

liberacién de Ca** del reticulo endoplasmatico, que junto con el DAG llevan a la activacién de la

proteina cinasa C. Otra de las vias que puede activar el LPA; es la via de G12/13, que promueve la

activacion de la proteina G monomérica Rho, que produce cambios en el citoesqueleto y la

contraccién de la célula. Basado en Contos et al., 2000.
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La regulacion de la sefializacidén intracelular inducida por la activacion de los
GPCRs se asocia generalmente a ciclos de fosforilacion y desfosforilacion de los
receptores, en un evento conocido como desensibilizacion (Vazquez-Prado et al.,
2003). En la desensibilizacién pueden estar involucradas una gran cantidad de
cinasas, algunas de las cuales pueden ser activadas por mensajeros intracelulares
(segundos mensajeros) como es el caso de la proteina cinasa C (PKC), que se
activa por diacilglicerol (DAG) y calcio (Ca®*). En el presente trabajo se trata de
elucidar el papel que tienen las distintas isoformas convencionales de PKC en la

fosforilaciéon y regulacién del receptor LPA;.

1.1. Acido lisofosfatidico (LPA).

Como ya se menciond, la denominacion LPA incluye a un grupo de compuestos
que poseen la estructura general de monoacil-sn-glicerol-3 fosfato, es decir el
esqueleto es una molécula de glicerol, que puede tener unida en el carbono 1 0 2
una cadena de acido graso, que puede variar en su longitud y puede ser tanto
saturada como insaturada, y presentan en el carbono 3 un grupo fosfato. EI LPA
se encuentra in vivo como una mezcla de diversos acidos grasos, tanto saturados
(16:0, 18:0) como insaturados (16:1, 18:1, 18:2, 20:4) (Aoki, 2004).

Se han propuesto dos vias para la sintesis de LPA. Una se da de manera
intracelular a partir de fosfolipidos de membrana, como lo son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina, sobre los cuales actuan las fosfolipasas A1
o A2, hidrolizando los enlaces éster en las posiciones C1 y C2 del glicerol,
respectivamente, y liberando una de las cadenas de acido graso de los
fosfolipidos. Posteriormente la lisofosfolipasa D rompe el enlace fosfodiéster en la
cabeza polar, dejando expuesto al grupo fosfato. En la otra via, el LPA se genera
de forma similar pero en el medio extracelular, por la accion de las fosfolipasas A1
y A2 secretadas y de la autotaxina (ATX), que es una fosfodiesterasa que tiene la

funcidn de lisofosfolipasa D aunque estructuralmente no estén relacionadas
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(Moolenaar, 1994; Hama et al., 2002; Tigyi y Parrill, 2003; Aoki, 2004; Aoki et al.,
2008)

Recientemente se ha propuesto que la ATX puede interactuar con moléculas de la
superficie celular como las integrinas, lo que facilitaria la produccion y
disponibilidad de LPA para activar a sus receptores locales (Fulkenson et al.,
2011).

El papel bioactivo del LPA y de otros fosfolipidos como la S1P puede ser regulado
por un grupo de proteinas integrales de membrana conocidas como fosfatasas de
los lipidos fosfato (LPPs), este grupo de fosfatasas conformado por 3 miembros en
mamiferos (LPP1-3), presentan el sitio activo en la parte extracelular o hacia el
lumen del reticulo endoplasmatico, por lo que pueden modificar al LPA tanto
extracelular como intracelular, removiendo el grupo fosfato para degradarlo a
monoacilglicerol (Tigyi y Parrill, 2003; Pyne et al., 2004). La remocion del grupo
acilo del glicerolfosfato por lisofosfolipasas es una de las formas de degradacion
del LPA que regula la cantidad de LPA disponible. Ademas de esto, las
aciltransferasas pueden generar acido fosfatidico (PA) a partir de LPA

integrandole una cadena mas de acido graso (Tigyi y Parrill, 2003).

I.2. Receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) son un grupo muy importante de
proteinas integrales de membrana, que funcionan como receptores para una gran
cantidad de moléculas de sefializacibn o agonistas, que pueden variar en su
naturaleza quimica como: proteinas, péptidos, lipidos, catecolaminas, hasta iones
como Ca?* o factores fisicos, como la luz (fotones). Los GPCRs poseen en su
estructura siete hélices alfa hidrofébicas insertadas en la membrana plasmatica
unidas por tres asas extracelulares y tres asas intracelulares. Estas presentan el
extremo amino terminal en el lado extracelular y el carboxilo terminal del lado

citosélico. Se calcula que son aproximadamente 900 genes los que codifican para
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GPCRs en el genoma humano, y son el blanco del 30-40% de los farmacos que

actualmente se encuentran en el mercado (Stevens et al., 2012).

Los GPCRs se pueden acoplar a cuatro familias distintas de proteinas G
heterotriméricas que se activan cuando el receptor es ocupado por su agonista
especifico. Este proceso produce un cambio conformacional en el receptor, lo que
permite que haya un intercambio de GDP (guanosina difosfato) por GTP
(guanosina trifosfato) en la proteina G, y se disocien las subunidades Ga unido a
GTP y el dimero Gy, las cuales pueden activar a sus moléculas efectoras rio

abajo en la cascada de sefalizacién (Stevens et al., 2012).

Las proteinas G se clasifican en las siguientes familias dependiendo de sus
funciones principales: Gas (que estimula la produccion de AMP ciclico, cAMP),
Gai (que inhibe la produccion de AMP ciclico), Gaq (que activa a la fosfolipasa C)
y Ga12/13 (que activa a la proteina G monomérica Rho). La unién del ligando a los
GPCRs desencadena una cascada de sefalizacion intracelular que produce una
respuesta celular, pero al mismo tiempo se activa la maquinaria molecular
encargada de regular negativamente la actividad del receptor en un proceso
conocido como desensibilizacion (Vazquez-Prado et al., 2003). Ademas de regular
la actividad de las enzimas ya mencionadas, muchas de las proteinas G pueden
modular la actividad de diferentes familias de canales i6nicos (Zamponi y Currie,
2013).

I.3. Receptores para LPA

Los receptores para LPA pertenecen a la super-familia de los GPCRs. Hasta el
momento se han identificado 6 receptores para acido lisofosfatidico.
Originalmente los primeros tres receptores que se descubrieron fueron nombrados
EDG2/LPA, EDG4/LPA; y EDG7/LPA; (EDG, genes de diferenciacion del
endotelio), por la similitud que tienen con otro grupo de receptores para la S1P, en
donde el receptor EDG1/S1P1, fue identificado como uno de los genes que se

expresaban en las células que dan origen al endotelio. Posteriormente, los EDGs
14



fueron renombrados usando el nombre de sus respectivos ligandos (Chun et al.,
2002). Los otros tres receptores de LPA (LPA45), son mas parecidos a la familia
de receptores de purinas conocidos como P2Y. Asi mismo existe un séptimo
receptor, el GPR87, que puede mediar la respuesta tanto a LPA como a S1P
(Tabata et al., 2007).

Por otro lado, el LPA también puede activar a un receptor nuclear conocido como
PPARy que regula la expresion de genes que controlan el metabolismo celular

(Bensinger y Tontonoz, 2008).

El receptor LPA fue el primer receptor para LPA descrito, y se detecté como uno
de los genes que se expresaban en la zona ventricular durante el desarrollo de la
corteza cerebral en ratones, por lo que recibié el nombre de Vzg-1 (Hecht et al.,
1996). Posteriormente se caracterizé en humanos donde recibié el nombre de
EDG2. El receptor esta compuesto por 364 aminoacidos, con una masa molecular
estimada de 41,109 Da (An et al.,, 1998; An, Bleu et al. 1998). Los ratones
“knockout” para Ipal (-/-) presentan 50% de letalidad neonatal, debido a
malformaciones craneofaciales a que presentan dificultades para alimentarse; los
organismos que si sobreviven presentan un tamaro reducido en comparacién con

los ratones silvestres (Contos et al., 2000).

El receptor LPA; fue el segundo receptor caracterizado en humanos encontrado
por la similitud del gen del LPA, con el cDNA del ya descubierto EDG2, por lo que
recibié el nombre de EDG4. El receptor consta de 351 aminoacidos con una masa
molecular estimada de 39,084 Da (An, Bleu et al. 1998).Los ratones “knockout”
para Ipa2 (-/-) no parecen mostrar alteraciones fenotipicas, pero el doble knockout
Ipa1 (-/-) Ipa2 (-/-), presenta un fenotipo parecido al Ipa1 (-/-) con un incremento
considerable en la malformacioén de la parte frontal del craneo (Contos et al., 2002;
Lin y Lai 2008).

El LPAs; fue descubierto utilizando oligonucledtidos correspondientes con
secuencias que codifican para dos bloques de aminoacidos muy conservados en

el segundo y sexto dominio transmembrana de los receptores EDG2 y EDG4, por
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lo que originalmente fue nombrado EDG7; consta de 353 aminoacidos, con una
masa molecular de 40,128 Da (Bandoh et al., 1999).Los ratones “knockout” para
Ipa3 (-/-) son viables, aunque las hembras presentan talla reducida; ademas,
presentan una alteraciéon en la distribucion de los embriones en el utero,
produciéndose una implantacion multiple e hipertrofia en la placenta (Ye et al.,
2005; Hama et al., 2007).

Existe un numero muy grande de GPCRs de los cuales se desconoce su ligando,
a estos se les denomina receptores huérfanos y se les nombra como GPRs, con
un numero que los identifica. EI LPA4 fue descubierto durante un proyecto de
“adopcion” de GPCRs huérfanos. El GPR23 como se conocia inicialmente al LPA4
resulté ser un receptor filogenéticamente muy cercano a otra subfamilia de GPCRs
llamados P2Y, los cuales son receptores purinérgicos por lo que también se le
conoce al LPA, como P2Y9. Sorpresivamente este receptor de 370 aminoacidos
con un peso de 41,895 Da, resultd ser un receptor al que se une el LPA e
incrementa la concentracion de Ca®* intracelular en células derivadas de ovario de
hamster chino (CHO) transfectadas con el DNA que codifica para esta proteina.
Los ratones “knockout” para Ipa4 (-/-) son perfectamente viables y no parecen
presentar diferencias fenotipicas con respecto a los ratones WT (Lee et al., 2008).
El LPA; se expresa en timo, prostata, pancreas, corazon, intestino delgado y
predominantemente en ovario y se acopla a las proteinas Gq y Gs (Noguchi et al.,
2003).

El receptor GPR92, otro receptor huérfano, fue identificado como el receptor LPAs
por unir LPA y aumentar la concentracion de cAMP en células HelLa transfectadas
para su expresion. Presenta una homologia del 31% con el LPAs y 22% con la
familia clasica de receptores de LPA, esta constituido de 372 aminoacidos con un
peso de 41,347 Da y se acopla a Gi y Gq; los ratones “knockout” para Ipab (-/-)
son completamente viables y no presentan diferencias fenotipicas con los ratones
silvestres (Lin et al., 2012). Este receptor se expresa en higado, colon, intestino

delgado cerebro, corazén y bazo (Kotarsky et al., 2006).
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El ultimo receptor identificado para LPA es el receptor LPAs/p2y5 y consta de 344
aminoacidos y un peso molecular de 39,392 Da. Fue descrito como un gen
involucrado en un tipo de alopecia humana, donde una mutacion en la secuencia
del gen resulta en un codén de término que hace que el receptor se traduzca de
forma incompleta con lo cual pierde su funcion. El LPAs se puede acoplar a
G12/13 y Gs (Pasternack et al., 2008; Yanagida et al., 2009).

Otro receptor rescatado de la orfandad es el GPR87, una proteina de 358
aminoacidos y 41,436 Da, muy parecido a la familia de los receptores P2Y, y que
es capaz de unir LPA e incrementar la concentracion de Ca®* intracelular en
células CHO transfectadas para su expresiéon (Tabata et al., 2007). Ademas de
unirse a estos receptores de membrana, se sabe que el LPA también puede
interactuar con un receptor nuclear conocido como PPAR-y que regula la
expresion diversos genes que tienen que ver con el control de la energia y el
metabolismo celular, sin embargo, los efectos que tiene el LPA al unirse a este

receptor nuclear aun no son claros (Bensinger y Tontonoz, 2008).

l.4. Desensibilizacion.

El término desensibilizacion se aplica a la pérdida de la respuesta del receptor
subsecuente a una administracion prolongada o repetida de un agente. Para
mantener la homeostasis celular un receptor no debe activar de forma continua a
la cascada de sefalizacion intracelular, por lo que es necesario que la sefal se
apague. En los GPCRs, esto generalmente se asocia a ciclos de fosforilacion y

defosforilacién en los receptores (Vazquez-Prado et al., 2003, Kelly et al., 2008).

Para fines practicos, se ha clasificado a la desensibilizacion de los GPCRs en dos
tipos: homodloga y heterdloga. La primera se refiere a la pérdida de la respuesta
ocasionada por la union del agonista que actua sobre un receptor en particular y
generalmente se asocia a cinasas de los receptores acoplados a proteinas G
conocidas como GRKs. En cambio, la desensibilizacion heteréloga se refiere a

una pérdida de la respuesta mas general, mediada principalmente por cinasas
17



dependientes de segundos mensajeros como la proteina cinasa dependiente de
AMP ciclico (PKA), o la cinasa dependiente de Ca®* y DAG (PKC). En este caso
los segundos mensajeros se generan por la activacion de receptores, como los de
factores de crecimiento que tienen actividad de tirosina cinasa (RTKs) u otros
GPCRs, es decir un receptor es regulado por la activacion de otro diferente (figura
2) (Benovic, et al., 1985; Luttrell y Lefkowitz, 2002).

Otrosreceptores

‘..t..

Segundos
mensajeros

| GRK | PKA \ PKC /

o
cAMP DAGyCa®*
Desensibilizacion Homoéloga. Desensibilizacion Heterdloga

Figura 2. Cinasas que participan en la desensibilizacion homodloga (GRKs) y heterdloga (PKA y PKC).
A (agonista), cAMP (adenosina monofosfato ciclico), DAG (diacilglicerol), Ca** (calcio).
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En la desensibilizacion homdloga, una vez que el agonista se une al receptor y
éste transduce la senal, el receptor es fosforilado por la cinasa GRK en residuos
de serina y/o treonina presentes principalmente en la tercera asa intracelular y en
el extremo carboxilo; inmediatamente después los sitios fosforilados sirven como
puntos de anclaje para la unién de la proteina B-arrestina. La unién de la -
arrestina al receptor impide el acoplamiento de la proteina G, por lo que la sefal
se termina. Ademas la B-arrestina también actua como adaptadora para el
reclutamiento de otras proteinas como la p2-adaptina del complejo AP-2 y la
formacion de una invaginacién de la membrana recubierta de clatrina que por
accion de la dinamina conduce a la endocitosis de los receptores en vesiculas.
Una vez internalizado, el receptor puede ser seleccionado para ser degradado en
los lisosomas o puede ser conducido a endosomas donde el ligando se disocia del
receptor al igual que la B-arrestina, permitiendo que el receptor sea defosforilado
por las fosfatasas, entre ellas PP2A, para después ser reciclado a la membrana
plasmatica (Luttrell y Lefkowitz 2002) (Fig. 3).

La fosforilacion de los GPCRs, se convierte en una marca molecular a la que se le
ha asociado con varios procesos celulares especificos, dependiendo de los sitios
modificados con el fosfato y por tanto, de las cinasas que participan. Asi, en
algunos GPCRs la fosforilacion tanto de las asas intracelulares como del extremo
carboxilo, le permiten al receptor interaccionar con proteinas adaptadoras y/o
proteinas andamio que reclutan a su vez otras proteinas, incluyendo cinasas y
fosfatasas que participan en la regulacion de la funcién del receptor
(sobreactivacion y desensibilizacién). Recientemente, el concepto de “cddigo de
barras” de los GPCRs, surge para identificar los sitios probables de fosforilaciéon
de cada uno de los GPCRs por accion de las distintas cinasas, y que en conjunto,
constituyen un cddigo particular que caracteriza estados especificos de cada

receptor (Butcher et al., 2011).
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2 Medio extracelular

‘ xﬁi’ﬁ *“ wa "‘:‘ Citosol
— qﬂé J

Reciclaje C (ﬂn‘

(W) ”
ee® T — lisosoma

W' Agonista G Complejo AP-2
@ Fosfato & Dinamina
® Clatrina

Figura 3. Desensibilizacion de GPCRs inducida por ligando (homdloga). 1) La union del agonista al receptor
hace que la GRK fosforile residuos de serina y treonina en la tercera asa intracelular y en el extremo carboxilo
terminal del receptor. 2) Los sitios fosforilados en el receptor sirven de anclaje para la proteina B-arrestina y
el acoplamiento de complejo AP-2, lo que induce la formacién de una vesicula endocitica recubierta de
clatrina, y que depende de dinamina para la endocitosis del receptor. 3) B-arrestina se disocia del receptor el
cual puede ser redirigido a los lisosomas para su degradacién en una via dependiente de la ligasa de
ubiquitina E3, o puede ser dirigido a vesiculas de medio acido donde el agonista se disocia del receptor y éste
es defosforilado por accion de la fosfatasa PP2A. 4) El receptor es reciclado a la membrana citoplasmatica
(resensibilizacién). Basado en Luttrell y Lefkowitz, 2002.
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I.5. Proteina cinasa C (PKC)

La familia de la PKC comprende un grupo de cinasas que fosforilan a otras
proteinas en residuos de serina y treonina, y que participan como efectores en una
gran cantidad de vias de transduccion de sefiales de GPCRs y de receptores de

factores de crecimiento (RTKs), entre otros.

Tradicionalmente la familia de la PKC ha sido vista como un grupo de enzimas
sensibles a lipidos, activadas por la accion de la fosfolipasa C, la cual hidroliza al
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) para generar DAG (que permanece en la
membrana), e inositol trifosfato (IP3) que activa canales en el reticulo
endoplasmatico, permitiendo la liberacion de Ca®* del reticulo. Una de las
caracteristicas de las PKCs es que pueden ser activadas farmacolégicamente por
ésteres de forbol como el 12-miristato 13-acetato (PMA), que ancla a la PKC en su
conformacién activa a la membrana plasmatica, junto con un grupo de proteinas
llamadas “RACKS” (del inglés receptors for activated C kinase) (Mochly-Rosen et
al., 1991).

Las isoformas de PKC pertenecen a la familia de proteinas cinasas AGC (PKA,
PKG; PKC) que comparten caracteristicas estructurales basicas en el sitio de
catalisis, en el sitio de unidn a sustrato y a ATP, y en el dominio de regulacion que

mantiene a estas enzimas en su conformacion inactiva.

La estructura general de las PKCs es la siguiente: tienen en el extremo amino, un
dominio autoregulatorio conocido como pseudosustrato (PS, fig. 4), el dominio
regulador de PKC tiene dos subdominios en tandem llamados C1A y C1B, que
funcionan como motivos de unién a DAG/PMA y un dominio C2 que une Ca*". El
dominio catalitico hacia el carboxilo terminal, posee un subdominio C3 de unién

para ATP, y un dominio catalitico conocido como C4.

La familia de la PKC esta conformada por 11 isoformas que se han agrupado en 3
subfamilias por sus caracteristicas estructurales y de activacién. Las primeras son
las llamadas isoformas clasicas o convencionales (cPKC), compuesta por las

isoformas a, Bl, Bll y y las cuales son activadas por Ca®* y DAG. El segundo
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subgrupo es el de las isoformas nuevas (nPKC): , €, n, 8 y y, las cuales son
activadas solo por DAG. Por ultimo, la subfamilia de las PKCs atipicas (aPKC),
formado por { y A /i, que poseen un dominio C1 truncado, por lo que son
insensibles tanto a Ca** como a DAG (Sossin, 2007; Steinberg, 2008) (figura 4).

Todas las isoformas requieren de fosforilacién en el dominio C4 por la proteina
cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK) para su actividad y maduracién. Para
las cPKCs y nPKCs la fosforilacion ocurre inmediatamente después de la
traduccién y es la que permite el buen plegamiento de la enzima. Adicionalmente
las isoformas cPKCs y nPKCs poseen otros dos sitios de autofosforilacion en el
dominio C4 que estabilizan e incrementan la actividad especifica de las enzimas
(figura 4).

DAG cas* ATP [:?PD'“
PS {_} @ @ ®) (RP) Clasicas (¢cPKC)
—Jl c1a[ciBH c2 c4 - (@, BL BILY)

PS ® GO
—{c2-like }—l| C1A[C1B c4 = (Ig,u :,v S,S T(]l)lPKC)

RS (P) (P)
- . Atipicas (aPKC)
c1 Cc3 C4
(@R

AGONISTA

Membrana plasmatica

(P)
Substrato

Figura 4. Esquema de la estructura de la familia de las PKCs y su forma de activacién. La
clasificacion de las PKCs se basa en su estructura y forma de activacion (ver texto).
Pseudosubstrato (PS), diacilglicerol (DAG), calcio (Ca**), adenosina trifosfato (ATP), cinasa
dependiente de fosfoinositidos (PDK), grupo fosfato (P), receptor (R), fosfolipasa C (PLC).
Modificado de Berridge, 2012.
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Gran parte de la dificultad del estudio de la especificidad de las isoformas de
PKCs es la diversidad de estas presentes en la célula, por ejemplo la linea celular
C9 de higado de rata presenta las isoformas; a, BI, BIl, y, 8, 6, €, y { (Robles-Flores
et al., 2002).

1.6. Regulacién del receptor LPA,

En nuestro laboratorio se logré demostrar que el receptor LPA; es fosforilado e
internalizado bajo la accion del agonista (LPA) y por la activacion directa de la
PKC con un éster de forbol (PMA, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato). Lo
anterior se demostré utilizando una construccién del receptor LPA4 con la proteina
verde fluorescente fusionada a su extremo carboxilo, la cual permitid detectar

cambios de localizacion celular de este receptor (Avendafo-Vazquez et al., 2005).

Estudios posteriores demostraron la existencia de sitios especificos en el extremo
carboxilo del receptor LPA; que son claves para la union de las cinasas que
fosforilan y desensibilizan al receptor, asi como un grupo de serinas
(**'SDRSASS*) que se requiere para la asociacién de B-arrestinas, y un motivo

dileucina (**?1L3°®

) que es requerido para la internalizacion inducida por éster de
forbol (Urs et al., 2008). También se ha visto que la delecién de los ultimos 3
aminoéacidos (**'SVV®%®) del extremo carboxilo, considerado como un dominio de
unién a proteinas con dominios PDZ, hace que el receptor no se desensibilice y
permanezca constitutivamente activo, incrementando significativamente la
capacidad proliferativa de células B103 (linea celular de neuroblastoma)

transfectadas con estos receptores mutados (Shano et al., 2008).

Haciendo un analisis in silico utilizando el programa de computo llamado GPS 2.1
que predice sitios de fosforilacion de distintas cinasas en proteinas (Xue et al.,
2008). El programa se basa en la similitud de la secuencia de aminoacido de la
proteina que se trate de analizar, con los sitios consenso reconocidos por

diferentes familias de cinasas.
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En el analisis encontramos diversos sitios probables de ser fosforilados por la
familia de las PKCs; un sitio en la segunda asa intracelular del receptor LPA;
murino (S160), seis en la tercera asa intracelular (T236, S240, S243, S244, T252 y
S255), mientras que en el extremo carboxilo terminal se presentan 4 sitios para la
familia de GRK (T338, S347, S358 y S362), asi como sitios probables para ambas
familias de cinasas en el extremo carboxilo (T321, S341 y S346). Esta informacion
nos sugiere la importancia que pueden tener distintas isoformas de PKC en la

regulacion del receptor LPA; (figura 5).

Datos preliminares de nuestro laboratorio utilizando inhibidores farmacoldgicos,
mostraron que las isoformas PKC a Y PKC B pueden estar implicadas en la
desensibilizaciéon heterdloga del receptor LPA1 (Martinez-Ortiz, 2007). Por lo tanto
este proyecto de investigacidon se enfoc6 en comprobar la participacion estas
isoformas de PKC en la desensibilizacion del LPA1 inducida por PMA, mediante el

uso de distintas herramientas moleculares.
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Figura 5. Sitios probables de fosforilacion por PKC y GRK en el receptor LPA;. El receptor LPA; de ratén
es una proteina de 364 aminodcidos, que tiene una masa molecular estimada de 41, 149 Da, posee dos
sitios potenciales de glicosilacién que son las asparaginas 27 y 35, y un sitio potencial de palmitoilacién
gue es la cisteina 327. Se presentan los posibles sitios de fosforilacion por PKC en color rojo, los posibles
sitios de fosforilacion por GRK en azul y sitos probables para ambas cinasas en color naranja.
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Il. HIPOTESIS

Las isoformas convencionales de la PKC, particularmente PKC a y PKC 3, son las
encargadas de la fosforilacién y desensibilizacion heterdloga del receptor LPA;
inducida por PMA.

lll. OBJETIVOS

Estudiar si la desensibilizacion del receptor LPA; inducida por PMA es mediada
por PKC a y PKC B, dos de las isoformas clasicas de la familia de la PKC, en la

linea celular C9 de epitelio de higado de rata.
Para esto se plantearon los siguientes objetivos particulares:

= Determinar si la inhibicion de la liberacion de Ca®" intracelular inducida por
PMA, es revertida por inhibidores farmacoldgicos selectivos para algunas

isoformas de PKC.

» Analizar la fosforilacion del receptor LPA-eGFP en células tratadas con
inhibidores farmacoldgicos selectivos para distintas isoformas clasicas de
PKC.

» Tranfectar células C9 de forma transitoria con mutantes dominantes
negativas de las isoformas clasicas PKC a y PKC Bll, y observar la
fosforilacion del receptor LPA; y movilizacion de Ca** intracelular ante

estimulos con PMA.

= Inhibir la sintesis de las isoformas PKC a y PKC BIl mediante el uso de
shRNA vy analizar el efecto que este silenciamiento tiene sobre la
fosforilaciéon del receptor LPA-eGFP inducida tanto por PMA como por
LPA.
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» Determinar si existe asociacion entre las cPKC y el receptor LPA4 cuando

se estimula a la células con PMA y con LPA.

IV. MATERIAL Y METODOS
IV. 1. Reactivos

El LPA (oleoil-sn-glicero-3-fosfato), el PMA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato),
el medio de cultivo F12 Ham’s (Kaighn’s modification: F12-K), hispidina, los
inhibidores de proteasas, las columnas (maxiprep) para purificar DNA se
obtuvieron de Sigma-Aldrich. ElI G66976 y la rottlerina se obtuvieron de
Calbiochem. El suero fetal bovino, la tripsina, el medio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s médium) libre de fosfatos, el anticuerpo acoplado a la peroxidasa
de rabano (HRP- de conejo anti-raton IgG+A+M (H+L)), el Fura-2 AM, la
Lipofectamina™ 2000, se obtuvieron de Invitrogen; la geneticina (G418) y el Opti-
MEMR se obtuvieron de Gibco BRL Life Technologies, Inc. La proteina A acoplada
a agarosa se obtuvo de Milipore. Los anticuerpos primarios anti- PKC a, BI, Bll, vy,
0, y C se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology, al igual que los anticuerpos anti
GRK2 y GRKa3. El anti-suero anti-GFP para inmunoprecipitar el receptor LPA;-

eGFP fue generado en nuestro laboratorio (Avendano-Vazquez et al., 2005).

IV. 2. Linea celular

Se utilizé la linea celular C9 de epitelio de higado de rata de la American Type
Culture Collection (ATCC). Las células C9 se crecieron en medio F12-K (Kaighn's
modification) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 100 pg/ml de
estreptomicina, 100 U/ml de penicilina y 0.25 pg/ml de anfotericina, en una

incubadora a una temperatura de 37°C y con una atmoésfera de 5% de CO..
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Se utilizé la linea C9 con el receptor LPA-eGFP estable previamente generada en

el laboratorio (Avendafo-Vazquez et al., 2005).

IV. 3. Vectores de clonacién

Las secuencia de nucleétidos que codifica para el receptor LPA; se encuentra
inserto en el vector pEGFP-N1, que permite fusionar al receptor con la GFP en el
extremo carboxilo terminal. Los plasmidos con las secuencias que codifican para
las dominantes negativas de PKC a y PKC Il fueron obtenidos de Addgene. La
secuencia del shRNA (RNA pequefo interferente de horquilla) para la isoforma
PKC a y PKC Il estan insertas en el vector pSIREN (secuencia 1: 5'-
ACCCCAAGAATGAGAGCAA-3’ y la secuencia 2: 5'-
CCAGGAAGTCATCAGGAAT- 3") y fueron donadas por las Dras. Marta Robles-

Flores y Maria Cristina Castafieda Patlan de la Facultad de Medicina de la UNAM.

IV. 4. Transfeccion de las células C9

Las células C9 se transfectaron con lipofectamina 2000, para lo cual se prepararon
diferentes soluciones: Una solucién A que contenia: 5 ul de lipofectamina 2000 +
20 pl de medio de transfeccidon Opti-MEM, que se dejé incubar por 5 minutos. Una
solucion B con: 3 ug del plasmido de interés + Opti-MEM necesario para tener un
volumen final de 25 pl; y finalmente una solucion C, que es la mezcla de las
soluciones A y B en tubo de 1.5 ml incubada por 30 minutos. Después de ese
tiempo se adicionaron 550 pl de Opti-MEM al tubo con la solucion C, para obtener

un volumen de 600 pl.

A células C9 sembradas en cajas de 6 pozos con una confluencia entre el 90-95%
se les retird el medio de cultivo y se lavaron 2 veces con 2 ml de DMEM, para
después dejarlas incubando por 4 h con la solucién C previamente preparada;
después se les retird la soluciéon C o de transfeccion y se dejaron un dia con medio

F12-K complementado con SFB al 10% para su recuperacion. Al siguiente dia se
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cambi6 el medio por uno que contiene el antibiotico G418 (geneticina, 300 ug/ml)
para seleccionarlas por resistencia a este antibidtico, para las células
transfectadas con los shRNA se usé un medio con G418 mas puromicina para su

seleccion.

Para la transfeccién transitoria de las dominantes negativas de PKC a y PKC BlI,
se utilizaron células en cajas petri de 10 cm de diametro con una confluencia del
90-95 % y se transfectaron con = 50 yg de DNA utilizando lipofectamina 2000.
Después de 48 horas de la trasfeccion las células se utilizaron para experimentos

de medicion de Ca?* intracelular y ensayos de fosforilacion.

IV. 5. Medicion de Ca®' intracelular

Las células de una caja petri con una confluencia de 90-100% se dejaron toda la
noche con medio F12-K sin suero para evitar que estuvieran preestimuladas. Al
siguiente dia se les retird el medio y se lavaron 2 veces con PBS; después se
incubaron 1 h con el fluoréforo Fura 2-AM (2.5 pM) en solucion amortiguadora
Krebs-Ringer-Hepes con 0.05% (p/v) de albumina de suero bovino a 37°C. Pasado
este tiempo se les retird la solucion amortiguadora y se trataron con tripsina (10
mg/ml) por 1 min para despegarlas de la caja; la accién de la tripsina se detuvo
con solucién amortiguadora Krebs-Ringer-Hepes con 0.05% (p/v) de albumina de
suero bovino. Las células se pasaron a un tubo conico de 15 ml y se centrifugaron
a 1000 g durante 2 min; luego se retird el amortiguador y se resuspendio la pastilla
de células de nuevo en Krebs-Ringer-Hepes. Esto se repitié dos veces y al final
las células se resuspendieron en 3.5 ml de Krebs-Ringer-Hepes con 0.05% (p/v)
de BSA.

La movilizacion de Ca®* intracelular se observé mediante cambios en la
fluorescencia de las células (0.5 ml de células resuspendidas + 1.5 ml de Krebs-
Ringer-Hepes en una celda), en agitacibn constante utilizando un

espectrofluoréometro AMINCO-Bowman serie 2, usando dos longitudes de onda de
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excitacion (340 nm y 380 nm), y una longitud de onda de emision de 510 nm del

fluoréforo Fura 2-AM.

La [Ca®']i en unidades nM se cuantificé utilizando un programa de cémputo
incluido en el espectrofluorémetro, a partir de la relacidén entre la fluorescencia
maxima y minima de acuerdo a la ecuacién [Ca®*]i=Kd [(R-Rmin) / (Rmax-R)]
[Sf2/Sb2], donde la Kd representa la constante de afinidad del fluoroforo por el
Ca2+; R es la lectura de la fluorescencia en unidades arbitrarias, Rmin representa
la fluorescencia minima obtenida al adicionar el quelante de Ca?* EGTA (5 mM) y
Rmax es la fluorescencia maxima obtenida al lisar las células con Tritdn-X-100 al
10% (v/v). Sf2 y Sb2 son los coeficientes de proporcionalidad del fluoréforo libre
(Sf2) y el unido al Ca®* (Sb2) en la longitud de onda 2.

IV. 6. Ensayo de fosforilacion de receptores

Las células C9 que expresaban de manera estable el receptor LPA, fusionado a la
proteina verde fluorescente (C9 PLA; -EGFP), sembradas en cajas petri con una
confluencia del 90-95 %, se incubaron con 3 ml de medio DMEM libre de fosfatos
adicionado con [*?P]Pi (100 uCi/ml) (Perkin-Elmer), durante 3 h a 37 °C (marcaje
metabdlico).

Las células marcadas metabdlicamente se estimularon con LPA 1 yM por 15 min o
con TPA 1 uM por 15 min; posteriormente se lavaron con solucién amortiguadora
de fosfatos-salino (PBS) frio, y se resuspendieron en 1 ml de solucion
amortiguadora de lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM; NaCl 150 mM; Nonidet 1% (v/v);
NaF 20 mM; NasVO4 100 uM; B-glicerofosfato 10 mM; NasP,O; 10 mM; los
fosfoaminoacidos: P-serina 1 mM, P-tirosina 1 mM y P-treonina 1 mM; EDTA 5
mM; leupeptina 20 ug/ml; aprotinina 20 ug/ml, fluoruro de fenil-metilsulfonilo
(PMSF) 10 pg/ml y de inhibidor de tripsina de soya 50 pg/ml a pH 7.5 final) durante
1 h sobre hielo. Los extractos se colectaron y centrifugaron a 12,000 g por 15 min
a 4°C.

Los sobrenadantes de las muestras se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 ml,
que contenian 20 ul del suero contra la GFP y 40 ul de proteina A-sefarosa y se
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dejaron en agitacién a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente los tubos se
centrifugaron a 12,000 g por 15 min y se elimind el sobrenadante. Las esferas de
proteina A-sefarosa se lavaron 3 veces por resuspension-centrifugacion con
solucion RIPA, a las esferas lavadas se les agregdé solucion de Laemmli 2X (30 pl)
mas 30 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% (p/v) y urea 7 M y se
sometieron a ebullicion durante 5 min. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 12,000 g y los sobrenadantes de las muestras se sometieron a

electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5 % en condiciones reductoras.

Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF a 120 mA por gel durante 1
h y se expusieron sobre una placa del sistema Phosphorlmager de Molecular

Dynamics con el software Image J para la cuantificacion de la fosforilacion.

IV. 7. Andlisis estadistico

Para comparar entre varios grupos se hizo un analisis de varianza con una prueba
de Bonferroni, utilizando las herramientas estadisticas incluidas en el programa de
computo GraphPad Prism. Los estudios de coinmunoprecipitacion fueron
comparados de forma individual (LPA y PMA vs control), empleando la prueba t de

Student. En todos los casos se consider6 una P<0.05 como valor significativo.
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V. RESULTADOS
V. 1. Desensibilizaciéon del receptor LPA; inducida por PMA

Resultados previos obtenidos en el laboratorio utilizando la linea celular C9 de
epitelio de higado de rata, transfectadas con la construccion del receptor LPA;
fusionado con la GFP en el extremo carboxilo terminal (C9 LPA:-eGFP),
demostraron que la sobreexpresion del receptor incrementaba a mas del doble la
movilizacion de Ca®" intracelular inducida por LPA 1 yM comparado con las
células sin transfectar (C9 WT), y que esta movilizacion de Ca®" por LPA era
abatida por la incubacion previa de las células durante 5 minutos con 1 uM de
ester de forbol (Avendano-Vazquez et al., 2005). En el presente trabajo decidimos
repetir esos experimentos, o que nos sirvié para corroborar los resultados previos
y ademas para estandarizar las técnicas de medicion de Ca®" intracelular y
fosforilacion. En la figura 6A se muestran los trazos representativos de la
movilizacién de Ca®* en las dos lineas celulares y el efecto que tiene el PMA sobre
éstas; mientras que en la figura 6B se muestran en una grafica de barras los
mismos efectos, sobresaliendo que la sobreexpresion del receptor LPA; aumenta
significativamente la movilizacion de Ca?" intracelular inducida por LPA, y que ésta
se abate casi en su totalidad por accion del PMA, lo que indica que el receptor se

desensibiliza por accion de la PKC.
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Figura 6. Desensibilizacion del receptor LPA;-eGFP inducida por PMA. A) Trazos
representativos de la movilizacién de Ca* intracelular en células C9 WT y células C9 LPA;-
eGFP. Las células C9 LPA;-eGFP se incubaron por 5 minutos con PMA 1 uM vy después se
estimularon con LPA 1 uM mostrando que el LPA induce la desensibilizacion del LPA;. B)
Gréfica de barras que muestra claramente el incremento en la liberacién de [Ca*]; en las
células C9 LPA;-eGFP con respecto a las C9 WT vy la disminucidn en la liberacién de Ca** por
accion de PMA 1 uM en ambas lineas. Determinacién de 4 experimentos individuales. *
P<0.001 vs WT sin PMA. ** P< 0.001 vs ausencia de PMA.
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V. 2. Ensayos de regulacién negativa de la PKC inducida por PMA

Para estudiar el papel de la PKC en la fosforilacion y desensibilizacién de receptor
LPA; se realizd un experimento de regulacion negativa de la PKC. El experimento
consistié en incubar durante toda la noche (o-n, aproximadamente 17 h) con PMA
1M a las células C9 transfectadas con el LPA-eGFP, lo que produce una
disminucién en la cantidad de proteina de las distintas isoformas de la PKC
disponibles en la célula. Las isoformas afectadas por el tratamiento o-n de PMA
son principalmente las clasicas: PKC a, PKC BI, PKC BIl y PKC vy; sin embargo
también se obtservo la disminucion en la cantidad de PKC 8, una isoforma nueva
(las otras nPKC no se estudiaron). La isoforma atipica PKC {, no es afectada en
su expresion por PMA o-n. Lo mismo pasa con otras cinasas como las GRKs, lo
que indica que el tratamiento con PMA o-n es especifico para las PKCs que
pueden ser activadas por éster de forbol (cPKCs y nPKCs) como se observa en la

figura 7A.

Las células C9 transfectadas con el LPA4-eGFP y tratadas toda la noche con PMA
1 uM se utilizaron para medir la movilizacion de Ca?* intracelular inducida por LPA
1 UM, encontrandose que el receptor no se desensibiliza por la incubacion previa
con PMA como pasa en las células control (WT, fig. 7B). Es decir, la incubacion
con PMA o-n impidi6 la fosforilacion del receptor LPA1-eGFP por la estimulacion
con PMA al dia siguiente; con la estimulacion de LPA se observa una clara
fosforilacidon del receptor. Este resultado indica que la fosforilacién del LPA4-eGFP
es mediada por las isoformas de PKC que son sensibles al tratamiento con PMA
o-n (isoformas cPKC y nPKC). Por otra parte la fosforilacion inducida por LPA
parece ser independiente de la PKC, pues la regulacion negativa de las distintas
isoformas de PKC sensibles a PMA no afect6 la fosforilacion en este caso. Esto
sugiere de acuerdo con la literatura que la fosforilacion lleva a la desensibilizacion
inducida por ligando u homologa probablemente esta mediada por las GRKs (fig.
7C).
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Figura 7. Efecto de la incubacién con PMA durante toda la noche (PMA o-n) sobre la
desensibilizacién y fosforilacién del receptor LPA;. A) Disminucion de la expresion de las distintas
isoformas de PKC por efecto de la incubacién de las células C9 LPA;-eGFP con PMA toda la noche,
control (-) y tratadas con PMA 1 pM (+), n=3. B) Movilizacién de Ca*" intracelular en respuesta a
LPA en células C9 LPA;-eGFP tratadas o-n con PMA 1 uM e incubadas con PMA 1 uM 5 min antes
de recibir el estimulo de LPA (linea gris obscuro), células C9 LPA;-eGFP control (linea negra),
células C9 LPA;-eGFP control preincubadas 5 minutos con PMA 1 uM (linea gris claro). C)
Fosforilacidn del receptor LPA;-eGFP por la estimulaciéon con LPA 1 uM y PMA 1 uM por 15 min en
células incubadas toda la noche en ausencia o presencia de PMA (PMA o-n, derecha),
comparadas con el control (izquierda); las barras muestran la cuantificacion densitométrica de las
fosforilaciones de 4 experimentos independientes, WB control para GFP; *p<0.001 vs basal;
**p<0.05 vs basal PMA o-n.
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V. 3. Inhibidores farmacolégicos selectivos para distintas isoformas de PKC.

Para investigar el papel que juegan las isoformas clasicas de PKC en la
desensibilizacion heterdloga inducida por PMA del receptor LPA4, se utilizaron
inhibidores farmacoldgicos selectivos: Go6976 para PKC a y B, hispidina para
PKC B y rottlerina para PKC & (para comprar el efecto sobre una isoforma nueva)
en ensayos de liberacién de Ca?* intracelular en células C9 transfectadas de forma
estable con el receptor LPA-eGFP. El efecto inhibitorio en la movilizaciéon de Ca?*
intracelular inducido por la incubacién durante 5 min con PMA 1 yM es revertido
de forma importante por G66976 (con alrededor de un 70 %), mientras que
hispidina sélo la revirti6 un 40 % vy rottlerina no revirti6 el efecto del PMA.
Bisidolilmaleimida I, un inhibidor general de PKC, revirti6 de forma total el efecto
del PMA sobre la respuesta de Ca?* inducida por LPA (fig. 8A). Estos resultados
sugieren que la isoformas clasicas a y B de PKC estarian mediando la
desensibilizacién del receptor LPA y descarta la participacion de PKC 8, una
nPKC.

Después se probaron los inhibidores farmacolégicos en experimentos de
fosforilacion del LPAs-eGFP (fig. 8B), y se observdé una inhibicion de la
fosforilacién inducida por PMA en presencia de Bisidoliimaleimida | y G66976
(inhibidor de PKC a y B); mientras que el inhibidor de PKC B hispidina y el de PKC
0, rottlerina, no disminuyeron significativamente la fosforilaciéon del LPA inducida
por PMA, estos resultados sugieren que la isoforma PKC a es la principal
encargada de fosforilar al receptor LPA; (que luego de ser fosforilado se

desensibiliza).
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Figura 8. Efecto de los inhibidores farmacolégicos de PKC sobre la desensibilizacion y

fosforilacion del receptor LPA;. A) Células C9 LPA;-eGFP fueron incubadas por 15 min con

inhibidores farmacoldgicos selectivos para distintas isoformas de PKC: Bisindolilmaleimida | 1
UM (BIM, inhibidor general de PKC), G66976 1 uM (Go, selectivo para PKC a), Hispidina (HIS,
selectivo para PKC B) y Rottlerina 1 uM (ROTT, selectivo para PKC &), para después ser

incubadas con PMA 1 uM por 5 min y pasado este tiempo ser estimuladas con LPA 1 uM en

experimentos de medicion de liberacién de Ca®" intracelular, n=4, *P<0.005 vs sin PMA; **
P<0.05 vs PMA sin inhibidores; P<0.05 vs sin PMA. B) Se usaron los mismos inhibidores en

experimentos de fosforilacion incubando por 15 min seguidos del estimulo de PMA 1 uM por
15 min (B);*p<0.001 vs ausencia de PMA; **p<0.05 vs inhibidor solo. WB contra GFP como

control, n=4.
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V. 4. Uso de dominantes negativas de PKC para determinar el papel de PKC
ay PKC B

Nuestra siguiente herramienta para esclarecer qué isoforma de PKC participa en
la fosforilacion del receptor LPA fue la transfeccion de manera transitoria con las
dominantes negativas (DN) para las isoformas a y Bll de la PKC. Lo que hacen
estas dominantes negativas es competir con la PKC enddgena por su substrato,
en este caso el receptor LPA+, pero poseen una mutacion en el sitio catalitico que

les impide fosforilar al receptor.

Como se esperaba, se observé una disminucion significativa de la fosforilacién en
las células transfectadas con la PKC a DN y activadas con PMA 1 uM. Por otra
parte, la disminucion en la fosforilacion que se observa en las células
transfectadas con la PKC BII DN también fue significativa, lo que nos habla de que
son las dos isoformas, PKC a y PKC Il las que participan en la fosforilaciéon del
receptor LPA+ (fig. 9A). Las DNs también inhiben la fosforilacién inducida por LPA
lo que podria interpretarse como una participacion de ambas isoformas en la
desensibilizacion homologa, diferente a lo encontrado con los inhibidores

farmacologicos.

A pesar de la disminucién en la fosforilacion del receptor LPA; por las DNs, el
receptor se sigue desensibilizando completamente por la incubacion durante 5 min
con PMA, como lo muestra la figura 9B. La preincubacién con bisindolylmaleimida
| o GO 6976 revirtid el efecto sobre la desensibilizacion inducida por la activacion
de las PKCs por PMA en la liberacién de Ca®", lo que sugiere que las DNs no son
suficientemente efectivas para contrarrestar el papel que tienen las PKCs
enddgenas que siguen actuando y desensibilizando al receptor a pesar de que hay

una reduccion en la fosforilacion.

Para verificar la expresion de las dominantes negativas en las células
transfectadas, se inmunoprecipitaron PKC a y PKC Il con anticuerpos selectivos

para cada isoforma y se corrieron geles desnaturalizantes por réplica en “Wester

38



blot”, para detectar las DNs con un anticuerpo contra el epitope de hemaglutinina

(HA), ya que las DNs poseen esta etiqueta (fig. 9C).
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Figura 9. Efecto de la expresion de Dominantes negativas de PKC sobre la fosforilacion y
desensibilizacién del receptor LPA;. A) Células C9 LPA;-eGFP fueron transfectadas de forma
transitoria con las dominantes negativas (DN) de PKC a y PKC Bll, y sometidas a ensayos de
fosforilacion 48 h después de la transfeccién, estimulando con 1 uM de LPA y PMA por 15 min, WB
control contra GFP, n=5 *p<0.001 vs basal (B). B) También se transfectaron células de la misma
forma para ensayos de movilizacién de Ca” intracelular incubando por 5 minutos con PMA 1 uM
antes de ser estimuladas con LPA 1 uM, el tratamiento con 1 pM los inhibidores
bisindolilmaleimada | y G66976 15 min antes de poner PMA revirtieron el efecto de PMA; *P<0.001
vs todos los tratamientos del mismo grupo. En C se muestra la inmunoprecipitacién de PKC a y PKC
Bll en las celulas transfectadas con las dominantes negativas y en el control (células no tranfectadas
con DNs IP: PKC a) v detectadas nor WB contra el epitope de hemaglutinina (HA).
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V. 5. Uso de shRNA contra PKC a y PKC glI.

En los planes del proyecto se contemplé la utilizaciéon de iRNA dirigido contra las
isoformas PKC a y PKC [, y ver de forma mas directa la importancia de PKC en la
desensibilizaciéon del LPA;. La utilizacion de siRNAs (RNA pequefios de
interferencia) contra las isoformas mencionadas no dieron los resultados
esperados (datos no mostrados) pues no mostraban que fueran efectivos para
silenciar la expresion de las PKCs, por lo que se penso en otra estrategia para
disminuir la expresion de estas cinasas. Se utilizaron dos secuencias de
nucledtidos para generar shRNAs (RNA pequefios interferentes de horquilla)
contra PKC a y PKC Bll, las células C9 LPA-eGFP se transfectaron con cada
vector que contenia cada una de secuencia de shRNA; para generar lineas que
expresaran de forma estable el receptor LPA1-eGFP y los shRNA contra PKCa y

PKC BlI, se hizo una doble seleccidén con G418 y puromicina.

Con estas lineas se hicieron experimentos de fosforilacion y medicion de la
liberacion de Ca®* intracelular. El resultado fue similar a lo que se observé con las
células transfectadas con las dominantes negativas, pues en las células con los
shRNA contra PKC a y PKC BIlI (shRNA1 y shRNA2), disminuyd la fosforilacion
del receptor LPA; inducida por PMA de manera significativa en comparacion con
el control (fig. 10A), lo que apoya la idea de que son ambas isoformas las que
estan mediando la fosforilacidon del receptor inducida por PMA, y que PKC a y PKC
Bll estarian de alguna forma participando también en la fosforilacion inducida por

ligando (desensibilizacion homdloga).

Por otra parte, los experimentos de medicion de la movilizacion de Ca*
intracelular utilizando los shRNA contra PKC, mostraron que la desensibilizaciéon
inducida por PMA se mantiene, a pesar de que la fosforilacion del receptor
disminuye, lo que hace suponer que no es necesario que el receptor se encuentre
totalmente fosforilado para que se desensibilice (fig. 10B). El uso de los
inhibidores farmacologicos bisindoliimaleimida | y G66976 revirtié el efecto del
PMA. Ambas secuencias de shRNA lograron disminuir la expresion de PKC a vy

PKC BII aunque la secuencia 1produjo una disminucion mas notable, a pesar de
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esta diferencia, ambas secuencias permitieron obtener resultados similares (fig.
10C). Los shRNAs no afectaron la expresion de B-actina utilizada como control
(fig. 10D).
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Figura 10. Efecto del silenciamiento de PKC a y PKC Bll por shRNA sobre la fosforilacién vy
desensibilizacién del receptor LPA;. A) Células C9 LPA;-eGFP se transfectaron de forma estable con
vectores que contienen las secuencias de nucleétidos para shRNA contra las isoformas clasicas de
PKC a y BIl (shRNA 1 y shRNA 2), n=4. Se probaron las lineas estables en ensayos de fosforilacion
estimulando por 15 minutos con LPA y PMA 1 uM, WB vs GFP, n=5, P<0.001 vs. basal (B). B) se
muestran ensayos de movilizacién de Ca®" intracelular usando las lineas estables con los shRNAs
incubando con PMA 1 uM por 5 min antes de recibir el estimulo de LPA 1 uM; bisilndolilmaleimida |
(BIM) y G66976 (GO) revierten el efecto inhibidor de PMA, n=3, P<0.001 vs. todos los tratamientos
del mismo grupo. C) las barras muestra la disminucion de la expresion de las isoformas de PKC a y BlI
por accion de los shRNA1 y shRNA2 cuantificado respecto al vector vacio, n=3, *P<0.001 vs vector
shRNA1, *P<0.001 vs. vector shRNA2. D) se muestra una imagen representativa del WB contra PKC a
y PKC Bl en lisados totales, B-actina se uso como control de carga.
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V. 6. Participacion de PKC en la desensibilizacion homoéloga del receptor
LPA;

Los resultados anteriores con el uso de DNs y shRNAs para PKC y mostraron que
estas dos isoformas de cPKC participan en la fosforilacion inducida por ligando, lo
que convencionalmente se le atribuye a las GRKs. Para saber si PKC en general
también es necesaria en la desensibilizacion homéloga se hicieron experimentos
de medicion de la liberacion de Ca®* intracelular en las lineas estables que
coexpresan el receptor LPA1-eGFP y los shRNA. Los resultados muestran que las
células responden de forma normal a LPA 1 uM, pero ante un segundo estimulo
de LPA 1 uM no hay respuesta o esta es apenas detectable (fig. 11), lo que indica

que el receptor se desensibilizé a pesar de que no se foforila por LPA (fig. 10A).
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Figura 11. Participacion de PKC en la desensibilizacion homédloga del receptor LPA;. Trazos
representativos de la movilizacion de calcio intracelular en celulas C9 LPA;-eGFP (A), C9
LPA;-eGFP + shRNA 1 y C9 LPA;-eGFP + shRNA 2. Todas las lineas celulares se estimularon
dos veces con 1 uM de LPA, mostrando una respuesta muy pequefia o nula ante el segundo

estimulo. 42



V. 7. Asociacion de PKC a y PKC Il al receptor LPA-eGFP

También se observo la asociacion de PKC a y Bll al receptor LPA;, esto se hizo
con ensayos de co-inmunoprecipitacion donde las células C9 LPA1-eGFP se
estimularon durante 15 min con LPA (1 uM) o PMA (1 uM), y después se lisaron y
se inmunoprecipité al receptor LPA1-eGFP. Posteriormente, se detectaron por
replica en “Western blot” usando anticuerpos especificos para reconocer a las
isoformas de PKC antes mencionadas, encontrandose un incremento significativo

en la asociacion de PKC a y Bl ante ambos estimulos (fig. 12).
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Figura 12. Asociaciéon de las isoformas de cPKC y el receptor LPA;. A) Cuantificacién de la
asociaciéon de PKC a y PKC Bl cuando las células C9 LPA;-eGFP son estimuladas con LPA y
PMA 1uM por 15 min, B: asociacién basal de PKC al receptor LPA;. B) imagen
representativa de la asociacién de PKC a y Bll tras los estimulos de LPA y PMA, IP: LPA;-
eGFP, WB: PKC a, PKC BIl y GFP (control de carga); se realizaron 3 experimentos
independientes, * P<0.05 vs asociacién basal de cada isoforma.
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V. 8. Asociaciéon de GRK al receptor LPA1-eGFP

Tras analizar los resultados obtenidos en la desensibilizacién mediada por ligando
(desensibilizacion homodloga) del LPA; usando las dominantes negativas y los
shRNA para PKC a y Bll, nos preguntamos si la desensibilizacion homologa era
independiente de GRKs y dependia directamente de cPKC. Para contestar esta
pregunta, se hicieron ensayos de coinmunoprecipitacién similares a los que se
realizaron para evidenciar la asociaciéon de PKC con el receptor, estimulando con
LPA (1 pM) o PMA (1 uM) por 15 minutos. Encontramos que GRK2 como GRK3
se asocian al receptor con ambos estimulos, o que nos habla de una posible
cooperacion entre estas dos familias de cinasas (PKCs y GRKs) en la regulacion

homologa como heterdloga del receptor LPA; (fig.13).
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Figura 13. Asociacion de GRK al receptor LPA;. A) cuantificacién de la asociacion de GRK2 y GRK3
al receptor LPA; cuando las células C9 LPA;-eGFP son estimuladas con LPA y PMA 1uM por 15
min. B) imagen representativa de la asociacion de GRK2 y GRK3 al receptor LPA; tras los
estimulos de LPA y PMA, IP: LPA;-eGFP, WB: GRK2 y GRK3; se realizaron 3 experimentos
independientes. * P<0.05 vs asociacion basal de cada isoforma.
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VI. DISCUSION

A primera vista, la regulacidon del receptor LPA, parece ser dependiente de la
fosforilacién. Trabajos previos demostraron que puede ser regulado de forma
homdloga y heterdloga y que, en ambos casos, la fosforilacion en este receptor
jugaba un papel importante para su desensibilizacién (Avendafo-Vazquez et al.,
2005).La familia de PKC es una familia de cinasas efectora muy importante en una
gran cantidad de vias de sefalizacion, y su activacion puede llevar a la regulacion
heteréloga de algunos receptores, entre ellos el receptor LPA4, para mantener un

funcionamiento celular adecuado.

La importancia del conocimiento de los mecanismos de regulacion para cada
receptor se hace necesaria debido a la gran cantidad de isoformas de PKC que se
presentan en la célula y por lo cual se ha sugerido, por sus semejanzas, que

podrian tener papeles redundantes en su actividad dentro de la célula.

En este trabajo demostramos que el tratamiento por tiempos prolongados con
PMA regula negativamente la cantidad de proteina de las distintas isoformas de
PKC sensibles a este compuesto, y por consiguiente, su actividad se ve reducida.
El tratamiento con PMA o-n no alteré el estado de activacion del receptor LPA4 por
su ligando, cuando las células son tratadas al dia siguiente nuevamente con PMA,
como se demuestra en la figura 7. Lo que posiblemente se debi6 a la poca
cantidad de las PKCs disponibles en la célula después del tratamiento con PMA o-
n. Lo que indica que la cantidad de PKCs en insuficiente para fosforilar y
desensibilizar al receptor. Por otro lado, el tratamiento con PMA o-n no altero la
fosforilacion del LPA; inducida por su ligando, dado que esa fosforilacion se le

atribuye a la accion de las GRKs.

El uso de inhibidores farmacoldgicos selectivos para las distintas isoformas de
PKC fue un paso inicial para tratar de dilucidar qué isoformas estan implicadas en
la regulacion del receptor LPA;. Los resultados sugieren que las isoformas
clasicas PKC a y PKC 8 son las encargadas de desensibilizar de forma heterdloga

al receptor puesto que Go6976 (selectivo para PKC a y B) e Hispidina (selectivo
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para PKC ) impidieron que el receptor se fosforilara por el tratamiento con PMA 1
MM, y ademas revirtieron de forma significativa el efecto del éster de forbol sobre
la liberacion de Ca** intracelular producida por LPA (fig. 8). El uso de este tipo de
herramientas farmacolégicas puede ser limitado debido a que muchas veces los
inhibidores pueden afectar a mas de una isoforma de la misma subfamilia de PKC,
por lo que los resultados podrian ser poco especificos para cinasas de la misma
subfamilia, pero es una herramienta valida para discriminar entre subfamilias. Por
tal motivo, se decidié usar otro tipo de estrategias para tratar de discernir mas

puntualmente que isoformas actuan sobre el receptor LPA;.

Por eso se usaron dominantes negativas de las isoformas PKC a y PKC BIl. Los
datos con estas mutantes mostraron que ambas isoformas estan implicadas en la
fosforilacion de receptor LPA4, apoyando los resultados obtenidos con los
inhibidores farmacologicos, pero la disminucion en la fosforilacion de las células
transfectadas con las DNs no revirtié la desensibilizacion inducida por PMA en la
movilizacién de Ca®* intracelular. Es decir, aunque el receptor ya no se fosforila se
sigue desensibilizando, lo que pone en duda nuestra hipdtesis inicial de que PKC
desensibilizaria al receptor LPA por la fosforilacién. Hay que tomar en cuenta que
con las DNs la enzima esta inactiva pero presente; podria ser que el hecho de
que la PKC se active y cambie de conformaciéon permita que se una a su
substrato, en este caso el LPA1, y que la simple union de PKC al LPA impida que

el receptor encienda su via de senalizacion.

Otra estrategia que se siguid fue el abatimiento de la expresion de las isoformas
de PKC a y PKC Il mediante el uso de shRNA selectivos. Los datos obtenidos
con la disminucion de las cPKC antes mencionadas concordaron con nuestros
resultados anteriores obtenidos con los inhibidores farmacolégicos y las
dominantes negativas. Asi, se reforzo la idea de que las isoformas a y Bll, son las
que estan implicadas en la fosforilacion del receptor, pero nuevamente como se
demostré con el uso de las DNs, parece que el receptor no necesita estar
fosforilado para ser desensibilizado por la via dependiente de PMA, como lo

muestran los experimentos de movilizaciéon de Ca*' intracelular. Esto no
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concuerda con el modelo clasico de desensibilizacion heterdloga. Algo que hay
que hacer notar es que la reduccién en la expresion de las PKCs a y Bll mediante
el uso de shRNAs, no es total, pero si es suficiente para ver una disminucion en el

efecto que tienen sobre la fosforilacion del receptor LPA;.

Algo muy interesante es el hecho de que la fosforilacion inducida por LPA
(desensibilizacion homdloga) al parece también involucra a las PKC ay B, y no
solo a las GRKs, como lo propone el modelo clasico de regulacién de GPCRs por

sus agonistas.

La coinmunoprecipitacion de las dos isoformas de PKC con el receptor LPA;
indica que PKC se asocia al receptor cuando se estimula a las células con PMA y
también cuando se estimula con su agonista. Del mismo modo, GRK2 y GRK3

también se asocian al receptor ante los dos estimulos.

La desensibilizacion heteréloga del receptor se presenta de todos modos aun y
cuando éste ya no se fosforile, como se observa en los trazos con los shRNA en

los experimentos de movilizacién de Ca** ante dos estimulos de LPA (fig. 11).

Se ha sugerido que para algunos receptores acoplados a proteinas G, la
regulacion o desensibilizacion puede darse de manera independiente de
fosforilacién, y estar mediada por una maquinaria molecular que impediria el
acoplamiento del heterotrimero que forman a la proteina G (subunidades a, By y),
por lo cual el receptor seria incapaz de transducir su sefial (Pao y Benovic 2002).
Los datos mostrados en este trabajo hacen dificil establecer una relacion directa
entre la fosforilacion y la desensibilizacion del receptor LPA;, pues las
herramientas usadas no descartan la participacion aunque minima de las PKCs

clasicas en la desensibilizacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos han permitido conocer que las
isoformas clasicas PKC a y PKC BIlI se encargan de fosforilar al receptor LPA;
cuando las células son tratadas con PMA, pero también participan en la
fosforilacién del receptor inducida por su ligando, aunque como lo vimos con los

ensayos de coinmunoprecipitacion, en ambos procesos pareceria estar
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participando también GRK. La PKC probablemente forma parte de esta

maquinaria (con o sin actividad), figura 14.

Movilizacion
lv de Ca%*i
DNs
@ ? shRNAs

Figura 14. Modelo propuesto para la fosforilacion del receptor LPA;. Las isoformas PKC a
y PKC BII participan en la fosforilacién del receptor LPA;, pero la desensibilizacion del
receptor parece ser independiente de la fosforilacion del receptor. GRK también podria
estar participando en la regulacién inducida por LPA y PMA, aunque se desconoce el

mecanismo.
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El uso de programas para predecir posibles sitios de fosforilacion como GPS 2.1,
podria ayudar un poco a interpretar esta relacion de activacion entre familias de
cinasas. En el esquema de la figura 5 se muestra claramente la distribucion
diferencial entre sitios que pueden ser fosforilados por PKC, que se encuentran en
la segunda y tercera asas intracelulares y los sitios para GKR que se encuentran
en la cola carboxilo terminal. Podemos pensar entonces en una fosforilacién del
receptor LPA{ por ambas familias de cinasas, unas que fosforilarian a las asas y

otras al carboxilo.

Cabe mencionar que recientemente han aparecido trabajos que proponen la
fosforilacién diferencial de un mismo receptor dependiendo del estimulo (distintos
agonistas), y de las cinasas que se activen ante ese estimulo; al patréon de
fosforilacion que se presenta en el receptor en respuesta a un agonista
determinado, se le ha llamado “cédigo de barras” de fosforilacién de los GPCR
(Nobles et al., 2011). Imaginemos que tanto LPA y PMA activen de forma diferente
a las cPKCs y a las GRKs, pero que al final de cuentas estas dos familias de
cinasas de alguna forma se coordinan y llegan al receptor para fosforilarlo,
posiblemente de una manera por PMA y de otra por LPA. Esta fosforilacidon
inducida por PMA y LPA y llevada a cabo por las isoformas cPKC, parece no tener
relacion directa con la desensibilizaciéon del receptor LPA; en ambos casos
(homologa y heterodloga), y por lo tanto desconocemos qué funcidn pueda tener la

fosforilacidon del receptor LPA;.

Desde hace algunos afos se ha visto que las GRKs pueden también regular la
funcion de los GPCRs de una forma independiente de su actividad de cinasa, es
decir una desensibilizacién independiente de fosforilacion (Pao y Benovic, 2002;
Dhami et al., 2005); esto gracias a su habilidad para interaccionar con un gran

numero de proteinas involucradas en la sefializacion y el trafico vesicular.

Actualmente el papel que juega la fosforilacion en los GPCRs no sélo se acota a
una sefial para la formacién de un complejo endocitico que lleva al secuestro del
receptor para que no siga sefializando, sino que se ha visto que los GPCRs

pueden continuar sefalizando aun dentro de la célula en las vesiculas (Irannejad
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et al., 2013). Quiza la fosforilacion o patrones de fosforilacion en los receptores
lleven a la formacion de complejos de sefializacion intracelulares, que podrian ser

regulados de forma diferente a los modelos convencionales.

VII. CONCLUSIONES

El receptor LPA1 es fosforilado por las cinasas de la subfamilia de PKC clasicas
PKC a y PKC BlIl, tanto cuando las células son desensibilizadas de forma

homologa por ligando como de forma heterdéloga por PMA.

La fosforilacion del receptor no es indispensable para su desensibilizacién, lo que
deja la posibilidad de que el receptor LPA; sea regulado de una forma
independiente de fosforilacion, pues a pesar de que el receptor no se fosforila se

sigue desensibilizando.

Nuestros resultados también abren la posibilidad de que la regulacion del receptor

LPA ocurra mediante una dinamica compleja de cinasas de distintas familias.

El presente trabajo representa un avance importante en el conocimiento de la
regulacion de este receptor para LPA y claramente ilustra que los modelos
actuales de desensibilizacion de GPCRs estan incompletos y que su regulacion es

mas compleja.
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ABSTRACT

Using C9 cells stably expressing LPA; receptors fused to the enhanced green fluorescent protein, it was
observed that activation of protein kinase C induced a rapid and strong increase in the phosphorylation
state of these receptors. Overnight incubation with phorbol esters markedly decreased the amount
of conventional (o, B, PII and y) and novel (d) but not atypical ({) immunodetected PKC isoforms,
this treatment blocks the action of protein kinase on receptor function and phosphorylation.
Bis-indolylmaleimide I a general, non-subtype selective protein kinase C inhibitor, and G6 6976, selective
for the isoforms « and B, were also able to block LPA; receptor desensitization and phosphorylation;
hispidin, isoform P-selective blocker partially avoided receptor desensitization.

Expression of dominant-negative protein kinase C o« or 3 II mutants and knocking down the
expression of these kinase isozymes markedly decreased phorbol ester-induced LPA; receptor phosphor-
ylation without avoiding receptor desensitization. This effect was blocked by bis-indolyl-maleimide and
G0 6976, suggesting that these genetic interventions were not completely effective. It was also observed
that protein kinase C o and f Il isozymes co-immunoprecipitate with LPA; receptors and that such an
association was further increased by cell treatments with phorbol esters or lysophosphatidic acid. Our
data suggest that conventional protein kinase C & and [} isozymes modulate LPA; receptor phosphoryla-
tion state. Receptor desensitization appears to be a more complex process that might involve additional

elements.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lysophosphatidic acid (LPA) is a lipid mediator involved in
many cellular processes including proliferation, migration, secre-
tion and contraction and has also been implicated in inflamma-
tion, fibrosis, malignant transformation and metastasis (Choi
et al.,, 2010). Its actions are mainly mediated through six distinct
G protein-coupled receptors, denominated LPA,_g (Choi et al.,
2010). LPA,_3 are phylogenetically related, whereas LPA4 ¢ are
more distant evolutionarily (Choi et al., 2010). LPA; was the first
LPA receptor identified (Hecht et al., 1996), it has been studied in
greater detail and mediates many of the known actions of LPA.

The LPA; receptor has the characteristic 7-transmembrane
domain topology of G protein-coupled receptors with two putative

Abbreviations: LPA, lysophosphatidic acid; PKC, protein kinase C; PMA, phorbol
myristate acetate; eGFP, enhanced green fluorescent protein; DN, dominant-
negative; shRNA, short hairpin RNA; SDS-PAGE, sodium-dodecyl-sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis
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N-glycosylation sites present at the extracellular amino terminus
tail, a purported palmitoylation site, at the intracellular carboxyl
terminus domain, and at least eight putative phosphorylation sites
located at the third intracellular loop and the carboxyl terminus
tail (Avendafio-Vazquez et al., 2007; Choi et al., 2010; Murph et al.,
2008).

Regulation of receptor function is a complex phenomenon
involving many processes with different time frames. It includes
changes in receptors responsiveness, density at the plasma mem-
branes, and even modifications in their rates of synthesis and
degradation. Like other G protein-coupled receptors, LPA; signal-
ing desensitizes through homologous (i.e., induced by its own
agonists) and heterologous (i.e. through activation of unrelated
agents) mechanisms. Phosphorylation appears to be a very early
event associated with receptor desensitization and internalization.
G protein-coupled receptor kinases and second messenger-
activated protein kinases play cardinal roles in these processes
(Garcia-Sainz et al, 2000; Tobin, 2008; Vazquez-Prado et al.,
2003). There is also evidence that desensitization and internaliza-
tion of some G protein-coupled receptors can occur in the absence
of receptor phosphorylation (Ferguson, 2007). In this regard, it has
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been shown that LPA; receptors are phosphorylated and desensi-
tized in response to LPA (Avendafio-Vazquez et al., 2005),
direct activation of protein kinase C (PKC) with phorbol esters
(Avendafio-Vazquez et al, 2005) or stimulation of unrelated
receptors such as AT; angiotensin Il receptors (Avendafio-
Vazquez et al., 2005; Colin-Santana et al., 2011), epidermal growth
factor receptors (Colin-Santana et al., 2011) and estrogen receptor
o (Gonzalez-Arenas et al., 2008). Interestingly, LPA; desensitiza-
tion and phosphorylation induced by angiotensin II, epidermal
growth factor and estradiol involves PKC (Avendafio-Vazquez
et al., 2005; Colin-Santana et al., 2011), whereas homologous
desensitization appears to require G protein-coupled receptor
kinase 2 (Aziziyeh et al., 2009).

PKC is a heterogeneous subfamily of protein kinases comprising
10 isozymes that have been classified into three groups based on
their structure and cofactor regulation: (a) conventional PKCs
including o, Pl and PII (splice variants) and y; (b) novel PKCs
including 9, €, 1, 8 and p; and (c) atypical PKCs including £ and A
(Newton, 2010). In the present work using a hepatocyte-derived
cell line (C9 cells), we employed different approaches to define
the PKC isoforms that participate in phorbol ester-induced LPA;
phosphorylation and desensitization; our results indicate that
PKC o and, to a lesser extent, PKC P isoforms mediate receptor
phosphorylation and suggest that desensitization might involve
additional actions.

2. Materials and methods
2.1. Materials

L-a-LPA (oleoyl-sn-glycero-3-phosphate), PMA (phorbol myristate
acetate), hispidin, angiotensin II, DNA purification kits, and protease
inhibitors were purchased from Sigma Chemical Co. Ham's F12
medium (Kaighn's modification, F12K), phosphate-free Dulbecco's
modified Eagle's medium, trypsin, antibiotics, and other reagents used
for cell culture were from Life Technologies. Fetal bovine serum was
obtained from Multicell. Bis-indolylmaleimide I, G6 6976 and rottlerin
were obtained from Calbiochem. [*?P]Pi (8500-9120 Ci/mmol) was
obtained from Perkin Elmer Life Sciences, agarose-coupled protein A
was from Millipore, and Fura 2AM was obtained from Invitrogene.
Plasmids for expression of PKC o and f II dominant-negative (DN)
mutants (Soh and Weinstein, 2003) were purchased from Addgene.
Plasmids for expression of short hairping RNA (shRNA) against both
PKC o and P II (construct 1, target sequence: 5'-ACCCCAAGAATGA-
GAGCAA-3' and construct 2 sequence: 5-CCAGGAAGTCATCAGGA-
AT-3") using RNAi-Ready pSiren-RetroQ vector (Clontech) were gener-
ous gifts from Drs. Martha Robles-Flores and Maria Cristina Castafieda-
Patlan (Facultad de Medicina, UNAM). Primary antibodies were
obtained as follows: anti-PKCa, -f 1, -lI, -y and -9, and P-actin from
Santa Cruz Biotechnology, anti-GFP monoclonal antibody from Clon-
tech and secondary antibodies were from Zymed and Millipore;
polyvinylidene difluoride membranes were obtained from BioRad
and chemiluminescence’s kits were purchased from Pierce. The anti-
GFP (rabbit polyclonal) antisera used for immunoprecipitation were
generated in our laboratory (Avendafio-Vazquez et al.,, 2005; Colin-
Santana et al, 2011; Gonzalez-Arenas et al., 2008). The rat hepatic
epithelial cell line, C9, was purchased from the American Type Culture
Collection. Other reagents used were obtained from the sources
described (Avendafio-Vazquez et al., 2005; Colin-Santana et al., 2011;
Gonzalez-Arenas et al., 2008).

2.2. Cell lines and transfections

A C9-derived cell line stably expressing LPA; receptors fused to
the eGFP (enhanced green fluorescent protein) was previously

generated in our laboratory; these receptors are functional and the
eGFP-tag has been successfully used for immunoprecipitation
(Avendafio-Vazquez et al., 2005; Colin-Santana et al, 2011;
Gonzalez-Arenas et al, 2008). C9 cells were cultured in F12K
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 pg/ml
streptomycin, 100 units/ml penicillin and 0.25 pg/ml amphotericin
B, at 37 °C in a 95% air and 5% CO, atmosphere. Because LPA is
present in sera, the growth medium was removed and replaced
with F12K containing a reduced concentration (1%) of fetal bovine
serum, 12-16 h prior to the experiments.

Transfections, for transient expression, with plasmids for
expression of PKC o and PII dominant-negative (DN) mutants
(~ 50 pg of plasmid for each 10 cm-diameter dish) were per-
formed utilizing Lipofectamine 2000 following the manufacturer's
instructions and cells were cultured for 48 h prior to being used.
For experiments utilizing shRNAs, cells were transfected using the
same protocol. and after 24 h culture medium was supplemented
with 2 pg/ml puromycin, and resistant cells were selected.

2.3. Intracellular calcium determinations

Intracellular calcium was determined essentially as previously
described (Avendafio-Vazquez et al., 2005; Colin-Santana et al.,
2011; Gonzalez-Arenas et al., 2008). In brief, cells were loaded
with 2.5 uM of the fluorescent Ca®* indicator, Fura-2/AM, in
Krebs-Ringer-HEPES containing 0.05% bovine serum albumin, pH
74 for 1h at 37 °C and then washed three times to eliminate
unincorporated dye. Fluorescence measurements were carried out
at 340 and 380 nm excitation wavelengths and at 510 nm emission
wavelength, with a chopper interval set at 0.5s, utilizing an
Aminco-Bowman Series 2 luminescence spectrometer (Rochester,
NY, USA). Intracellular calcium ([Ca?*]i) was calculated according
to Grynkiewicz et al. (1985).

2.4. Phosphorylation of LPA;-eGFP receptors

The procedure was performed essentially as previously
described (Avendafio-Vazquez et al., 2005; Colin-Santana et al.,
2011; Gonzalez-Arenas et al., 2008). Briefly, cells were maintained
overnight in phosphate-free Dulbecco's modified Eagle's medium
without serum and then incubated in 3 ml of the same medium
containing [*?P]Pi (100 uCi/ml) for 3 h at 37 °C. Labeled cells were
stimulated as indicated, washed with ice-cold phosphate-buffered
saline solution, and solubilized with 0.5 ml of ice-cold buffer
containing 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 5 mM EDTA, 1%
deoxycholate, 1% Nonident P40, 20 mM NaF, 1 mM Na3VOy,,
10 mM p-glycerophosphate, 10 mM sodium pyrophosphate,
1 mM p-serine, 1 mM p-threonine, 1 mM p-tyrosine, and protease
inhibitors. Cell lysates were centrifuged at 12,000g for 15 min at
4°C and supernatants were incubated overnight at 4 °C with
protein A-agarose and the anti-GFP antiserum generated in our
laboratory. After three washes with 50 mM HEPES, 50 mM
NaH,PO,4, 100 mM NaCl, pH 7.2, 1% Triton X-100, 0.1% sodium
dodecyl sulfate, and 100 mM NaF, pellets containing the immune
complexes were boiled for 5min in sodium dodecyl sulfate-
sample buffer containing 5% -mercaptoethanol, and subsequently
subjected to sodium-dodecyl-sulfate poly-acrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) (the acrylamide concentration was changed
from 10% to 7.5% to improve resolution). Samples were electro-
transferred to polyvinylidene difluoride membranes and the
level of receptor phosphorylation was assessed with a Molecular
Dynamics Phosphorlmager and Image] software (National Insti-
tutes of Health-USA). Data fell within the linear range of detection
of the apparatus and were plotted using Prism 5 from GraphPad
software. All data, including the baseline, were normalized to the
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value obtained in the absence of stimulus (100%) and which
resulted from the average of at least two different samples.

2.5. Western blot assays

Cells were washed with ice-cold phosphate-buffered saline and
lyzed using 0.5 ml of Laemmli sample buffer (Laemmli, 1970) for each
culture dish (10 cm of diameter). Lysates were centrifuged at 12,700g
for 5 min and proteins in supernatants were separated by electro-
phoresis on 7.5% SDS-PAGE. Proteins were electrotransferred onto
polyvinylidene difluoride membranes and immunoblottings were
performed. Incubation with primary selective antibodies was con-
ducted for 12 h at 4 °C and with the secondary antibody for 1 h at
room temperature. Super signal-enhanced chemiluminescence's kits
were employed exposing the membranes to X-Omat X-ray films.
Signals were quantified by densitometric analysis utilizing the Image]
software. In the co-immunoprecipitation studies LPA;-eGFP was
immunoprecipitated as described for the receptor phosphorylation
studies, and Western blotting was performed as indicated previously.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis between comparable groups was performed
using analysis of variance with Bonferroni's post-test and was
performed with the software included in the GraphPad Prism
software program. In the co-immunoprecipitation studies, treat-
ments with LPA or PMA were individually compared with the
controls employing the Student's t test. In all statistical compar-
isons P < 0.05 was considered significant.

3. Results

In agreement with a previous publication (Avendafio-Vazquez
et al., 2005) we observed that LPA increases intracellular calcium
in wild type C9 cells and that such an effect is magnified in cells
stably expressing the LPA;-eGFP construct (Fig. 1, panel A); these
effects were essentially abolished in cells preincubated for 5 min
with 1 pM PMA (Fig. 1, panel A). Representative tracings are
presented in Supplementary Fig. S1 (panels A and B). As a control,
the effect of angiotensin II was also tested under the same
conditions, and it was observed that the PMA treatment dimin-
ished the action of the peptide hormone, but to a much lesser
extent (Supplementary Fig. S1, panels C and D), in agreement with
a previous publication (Garcia-Caballero et al., 2001).

LPA; receptor phosphorylation was studied. In the present work
7.5% SDS-PAGE was used for protein separation which allowed us to
define the LPA;-eGFP construct Mr within the range of 70-80 kDa.
The receptor construct was identified by Western blots against the
GFP tag using our own antisera and confirmed utilizing a commercial
anti-GFP antibody (not shown). In agreement with previous data
(Avendafio-Vazquez et al., 2005), PMA induced a rapid and strong
increase in the phosphorylation state of the receptor, which was
sustained for at least 60 min (longest time studied, Fig. 1, panel B).

It is well-known that prolonged incubation with active phorbol
esters leads to PKC down regulation (Krug and Tashjian, 1987).
In our model, overnight incubation with 1 pM PMA markedly
decreased (70-90%) the amount of immunodetectable conven-
tional and novel PKC isoforms «, f 1, PII, y and 8, but not that of
the atypical isozyme, PKC { (Supplementary Fig. S2). Immunode-
tected G protein-coupled receptor kinase 3 and P-actin, which
served as controls, were not affected by the phorbol ester treat-
ment (Supplementary Fig. S2). Overnight treatment with PMA did
not alter the baseline intracellular calcium concentration nor the
effect of LPA on this parameter (Fig. 2, panel A).Under these
conditions, 5 min preincubation with PMA was no longer able to
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Fig. 1. Effects of PMA on LPA-induced increase in intracellular calcium concentra-
tion and LPA;-eGFP phosphorylation. Panel A: non-transfected C9 cells (WT, wild-
type), and cells stably expressing LPA;-eGFP receptors were incubated for 5 min in
the absence or presence of 1 yM PMA, then challenged with 1M LPA and the
increases in intracellular calcium concentration (A[Ca®* ];) were recorded. Means
are plotted with vertical lines representing the S.E.M. of 4 determinations using
different cells preparations. *P<0.001 vs. WT without PMA; **P <0.001 vs.
absence of PMA. Panel B: cells stably expressing LPA;-eGFP receptors were
incubated for the times indicated in the presence of 1 uM PMA and receptor
phosphorylation was studied. Means are plotted with vertical lines representing
the S.E.M. of 6 determinations using different cells preparations. All groups
*P < 0.001 vs. time 0. A representative autoradiogram and a representative Western
blots are shown; the receptor construct has a Mr within the range ~ 70-80 kDa.

decrease LPA-triggered intracellular calcium increase (Fig. 2, panel
A), and phorbol ester-induced LPA;-eGFP phosphorylation was
also essentially abolished (Fig. 2, panel B). Incubation with LPA was
clearly able to increase LPA{-eGFP phosphorylation in cells incu-
bated overnight with the phorbol ester, although the effect was
smaller than that observed in cells preincubated overnight with-
out PMA (Fig. 2, panel B).

In order to acquire some insight on the PKC isozymes involved
in the actions of PMA we employed some of the pharmacological
inhibitors available, including the non isoform-selective inhibitor,
bis-indolylmaleimide I and the following isoforms-selective PKC
inhibitors: PKC a- and P-selective, G6 6976 (Martiny-Baron et al.,
1993), isoform f-selective, hispidin (Gonindard et al., 1997), and
for isoform 9§, rottlerin (Gschwendt et al., 1994). These agents were
preincubated for 15 min before the addition of PMA and a 1 pM
concentration was selected, on the basis of preliminary experi-
ments. It can be observed in Fig. 3 (panel A) that preincubation
with bis-indolylmaleimide I completely blocked the inhibitory
action of PMA on the LPA-triggered intracellular calcium increase,
whereas GO 6976, and particularly hispidin, were less effective;
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Fig. 2. Effects of overnight (o-n) incubation with PMA on LPA;-eGFP receptor
function and phosphorylation. Panel A: cells were incubated overnight (~ 16 h) in
the absence or presence of 1 uM PMA, washed, loaded with Fura-2 AM and the
effect of 1 uM LPA on intracellular calcium concentration was determined. Means
are plotted with vertical lines representing the S.E.M. of 3 determinations using
different cells preparations. Panel B: cells were incubated overnight in the absence
or presence of 1 uM PMA and receptor phosphorylation was studied. Cells were
incubated in the absence of any agent (B, baseline), 1 uM LPA or 1 uM PMA for
15 min. Means are plotted with vertical lines representing the S.E.M. of 4 determi-
nations using different cells preparations. *P < 0.001 vs. their respective baseline
(B); **P < 0.05 vs. its respective baseline (B). A representative autoradiogram and a
representative Western blot are shown; the receptor construct has a Mr within the
range =~ 70-80 kDa.

none of these inhibitors altered baseline intracellular calcium
concentration or LPA action on this parameter (data not shown).
Rottlerin alone decreased (~30%) the LPA-induced increase
in intracellular calcium (data now shown) and was completely
unable to block the effect of PMA (Fig. 3, panel A). As shown in
Fig. 3 (panel B), none of these inhibitors altered baseline LPA;-
eGFP phosphorylation and only G6 6976 (alone or in combination
with hispidin) was able to block the effect of PMA on receptor
phosphorylation.

We next used two additional approaches to study the actions of
PKC o and B isoforms. Expression of dominant-negative mutants
of PKC o and f3 Il was tested first. Transient expression of these
mutants markedly reduced the ability of PMA, and also of LPA,
to induce LPA;-eGFP phosphorylation (Fig. 4, panel A). However,
expression of these mutants was completely ineffective for block-
ing PMA inhibition of LPA-triggered intracellular calcium increase
(Fig. 4, panel B). However, cell preincubation with bis-indolyl-
maleimide or G6 6976, markedly reduced the effect of PMA on
LPA-triggered calcium signaling. This data suggested that the
action of these mutants was not completely effective. However,
changes in the amount of plasmid used in the transfections or in
the time elapsed between transfection and the actual experiments
(48-72 h) did not modify these results. Similarly, transient expres-
sion of both mutants gave the same results (data not shown).
Expression of the mutants was evidenced by the presence of the
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Fig. 3. Effects protein kinase C inhibitors on PMA-induced LPA;-eGFP receptor
desensitization and phosphorylation. Panel A: cells stably expressing LPA;-eGFP
receptors were incubated for 15 min in the absence (B, baseline) or presence of
1 uM of the inhibitors: BIM, bis-indolilmaleimide I; G6, G6 6976, HIS, hispidin,
ROTT, rottlerin, followed by 15 min in the absence of presence of 1 pM PMA and
receptor phosphorylation was studied. Means are plotted with vertical lines
representing the S.E.M. of 4 determinations using different cells preparations.
*P < 0.005 vs. baseline (B); *P < 0.05 vs. inhibitor alone. A representative auto-
radiogram and a representative Western blot are shown; the receptor construct has
a Mr within the range ~ 70-80 kDa. Panel B: cells were incubated for 15 min in the
absence or presence of 1uM of the following indicated inhibitors: BIM, bis-
indolilmaleimide I; Go, G6 6976, HIS, hispidin, or ROTT, rottlerin, followed by
5 min in the absence of presence of 1 uM PMA and 1pM LPA-triggered calcium
increase was determined. Means are plotted with vertical lines representing the S.
E.M. of 4-5 determinations using different cells preparations. *P < 0.001 vs. absence
of PMA; **P < 0.001 vs. PMA without any inhibitor; **P < 0.01 vs. PMA without any
inhibitor.
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hemagglutinin tag (HA) present in the mutant constructions;
cross-reactivity of the secondary antibody with the light chain of
the IgG (used for immunoprecipitation) served as control
(Supplementary Fig. S3).

We also employed shRNA to knockdown protein expression of
PKC o and f II. The two constructions used, decreased the amount
of both isoforms and did not alter the amount of immunodetected
B-actin (Supplementary Fig. S4). Stable expression of any of these
constructions blocked LPA;-eGFP phosphorylation (Fig. 5, panel A)
but, in contrast, they did not modify the ability of PMA to inhibit
LPA-triggered intracellular calcium increase (Fig. 5, panel B). Again,
cell preincubation with the PKC inhibitors, bis-indolyl-maleimide
or G6 6976, markedly reduced the effect of PMA on LPA calcium
signaling (Fig. 6, panel B). Transient transfection with both shRNAs
resulted in similar results (data not shown).

Finally, we explored the possibility that PKC o and f Il could
interact with the LPA;-eGFP receptor construct through co-
immunoprecipitation studies. As shown in Fig. 6, both PKC
isoforms co-immunoprecipitate with the LPA;-eGFP receptor
construct and such co-immunoprecipitation increased when cells
were treated with LPA or PMA. These data, certainly, do not prove
any direct receptor-enzyme association, but do suggest the possi-
bility of a dynamic interaction within signaling complexes.
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Fig. 4. Effect of expression of dominant-negative (DN) mutants of PKC on PMA-
induced LPA;-eGFP receptor desensitization and phosphorylation. Panel A: cells
were transfected with an empty vector or plasmids for the expression of DN-PKC «
or B II isozymes and LPA;-eGFP receptor phosphorylation was studied 48 h later;
cells were challenged with vehicle or 1 pM PMA for 15 min. Means are plotted with
vertical lines representing the S.E.M. of 5-6 determinations using different cells
preparations. *P < 0.001 vs. absence of PMA. A representative autoradiogram and a
representative Western blot are shown; the receptor construct has a Mr within the
range ~ 70-80 kDa. Panel B: cells were transfected and cultured as indicated
above; to study intracellular calcium they were incubated for 15 min in the absence
or presence of 1 uM of the inhibitors: BIM, bis-indolilmaleimide I or G6, G6 6976,
then for a further 5 min in the absence (B, baseline) or presence (all of the other
columns of the group) of 1 uM PMA and finally, all of them were challenged with
1pM LPA. Means are plotted with vertical lines representing the S.E.M. of 5-7
determinations using different cells preparations. *P<0.001 vs. all of other
treatments in the same group.

4. Discussion

Our present results confirm and extend our previous findings
indicating that the LPA; receptor is a phosphoprotein whose phos-
phorylation state is modulated through agonist stimulation and the
activation of PKC by PMA (Avendafio-Vazquez et al., 2005). Such a
phosphorylation is associated with receptor desensitization. The
pharmacological and molecular biological approaches used in this
work strongly suggest that PKC o, and to a lesser extent, PKC {3 are
major participants in receptor phosphorylation and that desensitiza-
tion is a more complex process. In the majority of our work the PII
isoform was studied, but these two isoforms are splice variants,
whose enormous similarity makes it very difficult to establish a clear
distinction between them, with the approaches used; it appears
likely that their function could overlap to some extent.

The present data indicated that activation of PKC with PMA
induces LPA; receptor phosphorylation and desensitization and
that the PKC down regulation, caused by prolonged cell incubation
with the phorbol ester, was able to block both its effect on receptor
function and phosphorylation state. These data indicate that the
presence of PKC is required for these effects, but it does not
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Fig. 5. Effect of knocking down the expression of PKC isoforms on PMA-induced
LPA{-eGFP receptor desensitization and phosphorylation. In these experiments
cells were transfected with an empty vector or plasmids for the expression of
shRNA 1 and 2 (sh 1 and 2). Panel A: cells were challenged with vehicle or 1 pM
PMA for 15 min to study LPA;-eGFP receptor phosphorylation. Means are plotted
with vertical lines representing the S.E.M. of 4-5 determinations using different
cells preparations. *P < 0.001 vs. absence of PMA. A representative autoradiogram
and a representative Western blot are shown; the receptor construct has a Mr
within the range ~ 70-80 kDa. Panel B: to study intracellular calcium these were
incubated for 15 min in the absence or presence of 1 uM of the inhibitors: BIM, bis-
indolilmaleimide 1 or G6, G6 6976, then for further 5 min in the absence (B,
baseline) or presence (all of the other columns of the group) of 1 yM PMA and
finally, all of them were challenged with 1 uM LPA. Means are plotted with vertical
lines representing the S.E.M. of 3 determinations using different cells preparations.
*P < 0.001 vs. all of other treatments in the same group.

experimentally prove its being a requirement for its activity. In
addition, this type of approach decreases, as shown experimen-
tally, the amount of several conventional (o, I, BII and y) and a
novel (& isoform) PKC isozymes.

A pharmacological approach was utilized to achieve further
insights. Protein kinases are considered one of the major drug-
targets of this century and, in fact, some inhibitors are already
clinical successes, changing the life expectancy of many patients,
and many others are in clinical trials (Cohen, 2002). However, the
majority of protein kinase inhibitors act on the ATP binding site of
these kinases that, as expected, is highly conserved among them,
raising serious concerns regarding their selectivity (Bain et al.,
2007; Davies et al., 2000).

Despite this limitation, we tested a non isoform-selective PKC
inhibitor (bis-indolylmaleimide I) and the isoforms-selective PKC
inhibitors (a): GO 6976, an indocarbazol derivative that acts in a
competitive fashion with respect to ATP and shows considerable
selectivity for PKC o and [ (Martiny-Baron et al, 1993) and
(b) hispidin, a fungal metabolite, (6-(3,4-dihydroxystyryl)-4-hydroxy-
2-pyrone), which has been reported as a potent and selective inhibitor
of PKC Pl and BII (Gonindard et al., 1997). Rottlerin, a reported inhibitor
of PKC & (Gschwendt et al., 1994) was also employed, although its
selectivity, and even its use as a PKC inhibitor, have been put into
question (Bain et al., 2007; Davies et al., 2000; Soltoff, 2007).
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Fig. 6. Co-immunoprecipitation of PKC isoforms and LPA;-eGFP receptors. Panel A:
cells were incubated for 15 min in the absence of any agent (B, baseline) or
presence of 1 M LPA or 1 uM PMA and the LPA;-eGFP receptors were immuno-
precipitated as described in Material and Methods and the receptors and the PKC
isoforms were detected by Western blotting. Baseline values were taken as 100%
and the variation results from duplicate determinations for each experiment.
Means are plotted with vertical lines representing the S.E.M. of 3 determinations
using different cells preparations. *P < 0.05 vs. baseline by Student's t test. Panel B:
representative immunoblots are presented; Mr values are indicated at the right.

Bis-indolylmaleimide I and G6 6976 were clearly able to block the
effects of PMA on LPA; phosphorylation and on receptor function.
These effects were observed after a short preincubation (15 min)
with the inhibitors, which very unlikely might induce any significant
change in PKC amounts, suggesting that inhibition of kinase activity
was sufficient to block these effects. Hispidin, which only partially
decreases PMA-induced LPA; phosphorylation, was able to restore
(also partially), the ability of LPA to increase intracellular calcium in
the presence of the phorbol ester. Rottlerin was unable to block any
of the PMA actions studied and it also altered by itself, the LPA-
triggered calcium response. The data support the idea that the
catalytic activities of conventional PKC isoforms, particularly « and,
to a lesser extent, the P isozymes, are key participants in LPA;
phosphorylation and modulation of its function. However, expression
of DN mutants of the PKC isozymes, clearly attenuated PMA-induced
LPA;-eGFP phosphorylation, but this treatment was unable to block
the PMA effect on receptor function. Similarly, knocking down PKC o
and Il isozymes markedly decreased PMA-induced receptor phos-
phorylation, but did not modify the ability of the phorbol ester to
blunt receptor action on intracellular calcium. It is interesting that
PKC inhibitors were still able to block PMA action on LPA;-triggered
calcium signaling when used in cells expressing the DN PKC mutants
or in which PKC was knocked down with shRNAs. The data suggest
that the molecular biological approaches were only partially effective.
We, certainly, cannot exclude the possibility that desensitization
could be the result not only of receptor phosphorylation, but also
downstream molecular entities and/or include the formation of
complexes with different proteins (kinases, phosphatases, adapters
and scaffolds, among others) (Vazquez-Prado et al., 2003). Many
enzymes change their cellular localization in response to activation,
and this is frequently blocked by inhibitors.

We were surprised by the fact that overnight treatment
with PMA and particularly, the use of DN PKC mutants and PKC
knockdown, markedly decreased agonist-induced LPA; receptor
phosphorylation. It is known that there is an intense crosstalk
among different protein kinases, including PKC and G protein-
coupled receptor kinases (Elorza et al., 2000; Penela et al., 2003;
Sarnago et al, 1999). It is possible, that long-term treatments
might result in compensatory changes that could be responsible
for the markedly decreased agonist-induced receptor phosphor-
ylation. However, at this point the mechanism(s) involved remain
unknown.

In addition to the possibility that factors, besides receptor
phosphorylation (such as the formation of the previously men-
tioned complexes) could be part of the desensitization process,
there is now evidence indicating that the specific sites phosphory-
lated in a given receptor might vary with the stimulus and even
with the cell type, and that the distinct phosphorylation patterns
(or “barcodes”) result in diverse functional consequences (Nobles
et al., 2011; Shukla et al., 2013; Tobin, 2008; Tobin et al., 2008). It
has also been observed that LPA; internalize in response to the
agonist, and to activation of PKC by phorbol esters (Murph et al.,
2003; Urs et al., 2008), but that the amino acids required at the
receptor's carboxyl tail and in the role(s) of B-arrestin appear to
differ, i. e, a serine cluster in the carboxyl tail is required for f3-
arrestin binding and endocytosis after LPA stimulation, whereas a
more distal dileucine motif is required for phorbol ester-induced
internalization (Urs et al., 2008). We currently lack information
regarding the relationship between LPA; receptor phosphorylation
and internalization. Future research goals certainly include defin-
ing the protein kinase- modified residues, the so-called receptor
“phosphorylation barcodes”, and to relate these with conforma-
tional changes and receptor associations with other signaling
devices. Identification of the molecular participants in these
events is only an initial step, and our contribution is to evidence
that conventional PKC isozymes play a role.
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Lysophosphatidic acid (LPA) is a glycerophospholipid with a plethora of actions in the normal function of our

organism as well as in the pathogenesis of many diseases. These actions are mainly exerted through a family of G
protein-coupled receptors, which currently comprise six members; other receptors might participate in LPA actions
including a nuclear receptor. In this work, we mainly focus on three of these receptors, i. e., LPA/ ;. those that were
initially discovered which, have been more extensively studied and that are phylogenetically related among themselves,
as well as with receptors for other bioactive phospholipids, such as those for spingosine 1-phosphate. The
characteristics of these receptors, their patterns of tissue expression, and some of the actions in which they are involved
are presented. Regulation of receptor function, including desensitization, internalization and phosphorylation has only
been studied for the LPA; subtype. However, in silico analysis of potential phosphorylation sites indicate that all of
these three receptors are putatively regulated by agonist activation and heterologous stimuli. We think LPA,_; receptor
regulation constitutes a niche of investigation that is potentially of great importance considering the physiological and
pathophysiological actions in which they are involved.
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Introduction

Lysophosphatidic acid (LPA) is a not very abundant
metabolite,
catabolism and transport of phospholipids

contraction, blood pressure and platelet aggregation was
discovered in the early 1980’s ™. It took almost ten years
to frame the concept that LPA is an extracellular signal,
contribution made in the early 1990’s, by Wouter H.
Moolenaar and his group 2. A few years later, the first

which participates in the biosynthesis,

in the

organism, and in the continuous turnover of membranous
organelles, such as the plasma membrane, endoplasmic
reticula or Golgi apparatus. Interestingly, LPA also
plays another very important role as a mediator in cell
communication in autocrine, paracrine and endocrine
ways. Thus, LPA and other lipids are denominated
“bioactive”, meaning that they are extracellular
messengers or local hormones.

The ability of LPA to increase smooth muscle

236

receptor for this lipid was identified as the product of the
ventricular zone gene-1 (vgz-1) by Chun and coworkers
[ LPA is now recognized as a potent local mediator
that exerts a plethora of actions regulating the normal
function of our organism and also participating in the
pathogenesis of different diseases. The physiological
actions of LPA are enormously diverse and include:
regulation of cardiac and smooth muscle cell contractility

5 € intestinal epithelial homeostasis ), bone
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IP3/Calcio

l cAMP

reabsorption '* ®\. LPA also appears to be involved in
fibrosis 1012, Iymphocyte homing and inflammation ™!,
cardiac hypertrophy ™! and in different types of cancer
(15211 “and other morbid entities. At the cellular level,
LPA modulates cytoskeletal organization %%, cell shape
(23261 ‘proliferation ™), chemotaxis !, cell migration and
invasion™® | protection against or promotion of apoptosis
(depending on cell type) P> among other key
processes. The amount of information on the actions of
LPA is very abundant and continues growing at a very
fast rate. However, there are important areas in which our
knowledge is clearly insufficient. This paper is mainly
focused on what is known and unknown about three LPA
receptors, their signaling and regulation; in silico analysis
of potential phosphorylation sites in these receptors is
also presented. Many review papers are cited and readers
are also directed to two special issues of Biochimica et
Biophysica Acta ®2 *! and to the database and
publications of the International Union of Basic and
Clinical Pharmacology 238 which cover many aspects

of LPA actions and receptors.

LPA represents an heterogeneous group of substances
containing a free fatty acid joined through an ester bond
to positions 1 or 2 of glycerol 3-phosphospate; the length

Extracellular
Fig 1. Model for the cellular action of

lysophosphatidic  acid  through
LPAi.; receptors. In the upper panel
the  molecular structure of a
lysophosphatidic acid is presented.
Middle and lower panels show the
general structure of a LPA receptor
(exemplified by LPA;) and its
interaction with different G proteins.

GEF-Rho
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of the fatty acid chain and its degree of saturation vary
(Fig. 1). LPA can be generated both inside cells and
extracellularly, via the sequential action of
phospholipases Aj/A, and D B** and is degraded by
several types of lipid phosphatases “*“2. LPA is present
in tissues, in normal fluids such as blood, urine, saliva or
cerebrospinal fluid, and also in pathological liquids, such
as ascites 1431,

LPA can modulate transcription through nuclear
receptors, such as the ligand-activated peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARy) ¥ an aspect
that will not be addressed here. However, many of the
major LPA  actions are mediated through
seven-transmembrane domains/ G  protein-coupled
receptors (GPCRs). Currently six GPCRs constitute the
LPA receptor family ") and are denominated LPA.¢
(34361 The orphan receptor GPR87, was recently shown
to be activated by this lipid and was suggested as a new
LPA receptor, i.e., LPA; ¥ All of these receptors
interact during signaling with one or more G proteins
(Ggs Gi2ns, Gj or Gg). Three of these, LPA;.3, were the
first to be identified, are related phylogenetically among
themselves, sharing = 50% amino acid sequence
identity®*% 40 41 and also with other phospholipid
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receptors; they are the subject of this work (Figs. 1-4).
The remaining LPA receptors, LPA,7, are relatively
distant phylogenetically from the others but are related
with the purinergic receptor family 436 404143 | the
Figures we have indicated with colors the sites that are
possible targets of different protein kinases. Preference
was given to sites affected by PKC, GRK or both, due to
the fact that they are known regulators of LPA, ¥¢33:
when multiple kinases target a site, readers are referred to
Tables I-111.

more of these receptors has been blocked 6 A very
elegant proteomic analysis of LPA-induced protein
phosphorylation has been reported, showing that this
lysophospholipid induces marked changes in the
phosphoproteome, with a change in = 30% of the 6,292
phosphosites studied, and the time-course of the events
suggested a protein kinase orchestration of signaling .
Interestingly, the authors concluded that the function of
most LPA-regulated phosphorylation sites has not been
investigated, which opens a new research avenues in the
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Despite the advances achieved in the field during the field 1,

last 10 years, considerable gaps continue to persist in our
knowledge. One of these is the lack of precise association
of particular receptors with specific actions. Several
reasons might explain this. An obvious one is that there is
a great overlapping among the functions of these
receptors “%. This appears to be a general situation for
many receptors and is likely the result of pressure
selection during evolution, helping to assure species
persistence. Lack of pharmacological tools has also
contributed to the paucity of progress. Despite efforts
made by many groups working in medicinal chemistry,
the availability of potent and selective agonists and
antagonists for these receptors is scarce, essentially
limited to a few ligands with marginal selectivity ™ *
59 Fortunately, information on the functions of these
receptors has been gained through determination of
messenger RNA expression in different tissues and the
use of animals and cells in which the expression of one or
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Succinct information on the structural characteristics
of these receptors, their signaling, tissue distribution and
major actions is presented in the following paragraphs.

LPA, receptor

The human LPARL gene is present in chromosome 9
site 9g31.3 and encodes a protein of 364 amino acids
(molecular mass = 41 kDa) 4. 37.40.62 631 (Fjg. 2). As
indicated previously, this was the first receptor identified
of this family ™, it has been considered prototypical for
this receptor family and has been detected, in many
human and mouse organs, such as brain, heart, intestine,
ovaries, testis, prostate, thymus and pancreas, among
others [*l. Signaling through this receptor appears to
involve three G protein partners, Gaij,, Which inhibit
adenylyl cyclase, thus decreasing cyclic AMP levels;
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Table |
Kinases Number SITIY Sequence Localization
PKA,PKCa, §,n, CaMK1 160 S MQLHTRMSNRRVVVV Intracellular loop 2
PDGFR, TYK 2, JAK, Abl 231 Y LYAHIFGYVRQRTMR Intracellular loop 3
PKA, PKC a, B, 8, CaMK 1 236 T FGYVRQRTMRMSRHS Intracellular loop 3
PKA, PKC a 240 S RQRTMRMSRHSSGPR Intracellular loop 3
PKA, PKC a, CaMK 2 243 S TMRMSRHSSGPRRNR Intracellular loop 3
PKA, PKC a, 3, , CAMK 4, 244 S MRMSRHSSGPRRNRD Intracellular loop 3
AMPK
PKA, PKC a, CaMK 2 252 T GPRRNRDTMMSLLKT Intracellular loop 3
PKC( 255 S RNRDTMMSLLKTVVI Intracellular loop 3
PKB, PKC B, 4, 6, n, CaMK 1 321 T RDKEMSATFRQILCC C-terminal
GRK 2 331 S QILCCQRSENPTGPT C-terminal
PKC B, 3, 6, GRK 2, MAPK 13 341 S PTGPTEGSDRSASSL C-terminal
PKA, PKC 4, n, GRK3, CaMK 4, 346 S EGSDRSASSLNHTIL C-terminal
AMPK
GRK3 347 S GSDRSASSLNHTILA C-terminal
Akt/PKB 351 T SASSLNHTILAGVHS C-terminal
GRK?2 358 S TILAGVHSNDHSVV* C-terminal
GRK 2 362 S GVHSNDHSVV***** C-terminal
Predicted human LPA; receptor phosphorylation sites. The kinases that might target the site, amino acid number, amino acid,
sequence and localization are indicated. Abbreviations used are: protein kinase C (PKC), G protein receptor kinase (GRK),
protein kinase A (PKA), protein kinase B (Akt/PKB), mitogen-activated protein kinase (MAPK), calcium/calmodulin-dependent
protein kinase (CaMK), AMP-dependent protein kinase (AMPK), PDGF receptor (PDGFR), tyrosine-protein kinase (TYK),
Janus kinase (JAK), Abelson murine leukemia viral oncogene homolog (Abl).

Gag/11, which activate phospholipase C, increasing IP3
and diacylglycerol formation and the concentration of
intracellular calcium; or Gol2/13, which modulate the
Rho pathway ¥ *¢*3 Through these pathways a variety
of cellular responses are triggered; these include: cell
proliferation, survival, cell shape changes and
cytoskeletal rearrangements, migration, rearrangements
in cell-cell contacts, among many others ¢ %631 The
LPA; third intracellular loop is critical for signaling *!
and a PDZ binding domain is present in the carboxyl
terminus of LPA receptors, which appears to participate
in signaling ©* %!, Not surprisingly, many of the known
LPA effects are mediated through this subtype. These
include actions that affect the central nervous system
development and function, such as modulating embryonic
Schwann cell migration, myelination and cell-to-axon
segregation ©®®, astrocyte proliferation 71, formation of
dendritic spine synapses ! and also in neurite retraction
59 which can be involved in neuritogenesis. Consistent
with these findings, LPA; receptor knockout mice exhibit
synaptic dysfunction in the hyppocampus ", reduced
neurogenesis in the dentate gyrus ' and defective
cortical development 2 these modifications are
associated with altered suckling ™*! and other behavioral
abnormalities such as reduced wheel running and
voluntary exercise ' anxiety and spatial-memory
impairments . It has been suggested that the
neurochemical changes observed in LPA;-deficient mice
could make them a possible model for psychiatric
diseases, such as schizophrenia ["®!. On the dark side, this
receptor subtype participates in cerebral
ischemia-induced neuropathic pain '), hypoxia-induced
stereotyped  fetal  brain  disorganization %,
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oxygen-induced retinal degeneration and in the

initiation of fetal hydrocephalus ©°.

LPA; receptors play a role in osteoclast differentiation
and bone reabsorption ¥ and LPA; knockout mice show
craniofacial dysmorfism 7 and abnormal bone
development with decreased osseous tissue mass . In
zebrafish, this receptor subtypes appears to be essential
for lymphatic vessel development Y and in mice for
angiogenesis ¥, LPA; appears to be involved in renal ™!
and lung ™% * fibrosis, and in ovarian ™ Y pancreatic
9% 201 “and breast ™ cancer, also increasing
hepatocellular carcinoma cell-invasion . LPA, receptor
expression is increased while LPA, and LPA; are

decreased, in ovarian cancer °Y,

LPA; receptor

The LPA, receptor was discovered, taking advantage
of its homology to LPA;, through sequence search I,
The human LPA, receptor gene, LPAR2, is located in
chromosome 19 site 19p12 and encodes a protein of 351
amino acids (calculated molecular mass of =~ 39 kDa) [s7.
“I (Fig. 3). Its expression is restricted, as compared with
LPA;, but it has been detected in testis, leukocytes,
prostate, spleen, intestine and pancreas *°!. This receptor
also couples with Gagni, Goip and Gagznz employing
similar effector pathways to those of LPA;. Additionally,
it interacts with TRIP6, a focal adhesion molecule, and
with other proteins, through a PDZ-binding domain
present in its carboxyl terminus tail *!. Interestingly, this
receptor has been associated with cell survival and
migration, and is considered a potential factor in cancer
metastasis ® 7). In this regard it has been observed that
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LPA, receptor activation promotes migration in gastric invasion . In a model of colitis-associated cancer,

and ovarian cancer cells ™ # and in human colon cancer
cells induces mitogenic signals I its presence is
associated with ovarian cancer tumorigenicity and
aggressiveness ©* ®! and mediates endometrial cancer

%b]sence of LPA, receptors attenuated tumor formation
)

LPA; receptor

Table Il

Kinases Number S/T/Y Sequence Localization
JAK 1, Blk 68 Y RRFQPIYYLLGNLA Intracelular loop 1
PKA, PKC 6, PKC { 132 S IAVERHRSVMAVQLH Intracellular loop 2
VEGFR 232 Y HVSCHPRYRETTLSL Intracelular loop 3
PKA, GRK 4 236 T HPRYRETTLSLVKTV Intracellular loop 3
PKCE GRK S 238 S RYRETTLSLVKTVVI Intracellular loop 3
PKA, PKB, PKC o, B, 3, 0 305 T RDAEMRRTFRRLLCC C-terminal
PKC a, B, 6, GRK 2 318 S CCACLRQSTRESVHY C-terminal
PKA, PKCn, {, GRK 2 322 S LQRSTRESVHYTSSA C-terminal
PDGFR, VEGFR, Yes 325 Y STRESVHYTSSAQGG C-terminal
GRK 2,3 327 S RESVHYTSSAQGGAS C-terminal
GRK 3 328 S ESVHYTSSAQGGAST C-terminal
PKC B, n, GRK 3 334 S SSAQGGASTRIMPLE C-terminal
GRK 2 349 S NGHPLMDSTL***** C-terminal
GRK 2, 350 T GHPLMDST L******* C-terminal
Predicted phosphorylation sites in the human LPA; receptor. Indications as in Table I. Additional abbreviations: B lymphocyte
kinase (BIk), VEGF receptor (VEGFR), c-yes protooncogene (Yes), Insulin receptor (InsR).

The LPA; receptor was an orphan GPCR ™ ¥,
Human LPAR3 gene is located in chromosome locus
1p22.3-p31-1, it encodes a protein of 353 amino acids
(estimated molecular mass of = 40 kDa) B (Fig. 4).
Expression of this receptor subtype has been detected in
brain, heart, pancreas, lung and in sex organs such as,
testis, prostate, uterus (endometrium) and ovary 5%,
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LPA; receptors exert their actions through modulation of
Gai, and Gogqq function and consequently their
activation inhibits adenylyl cyclase, decreasing cyclic
AMP  levels, it increases phospholipase C
(phosphoinositidase) activity generating diacylglycerol,
which increases protein kinase C (PKC) activity, and P,
which increases intracellular free calcium. Interestingly,
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this receptor subtype does not appears to couple with
Gagons, Which modulates the Rho pathway “%. LPA,
knockout female mice show alterations in embryo
implantation and small litter size 1 °!1; this seems to be
mediated by phospholipase A, and cyclooxygenase
activation, resulting in prostaglandin production and
action in the endometrium M % 94 There is little
evidence for roles of LPA; receptors in nervous system
functioning; however, recent evidence indicates that
activation of this receptor subtype induces neurite branch
formation, in neuronal cell lines 3. Breast cancer
aggressiveness has been associated with increased
expression of LPA; and autotaxin °4.

Regulation of receptor function

GPCR function can be modulated by a very large
number of processes with different mechanisms and
time-frames. Changes in their steady state levels
frequently involve modifications in their rates of
synthesis and/ or degradation and represent long-term
processes. However, changes in cell responsiveness to
particular stimuli can be achieved rapidly within the
range of minutes. Desensitization, defined operationally
as diminished response to agonists, is a frequent adaptive
response, that is induced by prolonged or repeated
stimulation, but that can also be the result of brief
receptor  activation (homologous desensitization).
Desensitization can also be induced rapidly by
stimulation with agents unrelated with the receptor

241

affected (heterologous desensitization). These
desensitizations are frequently associated with covalent
modification of receptors and/ or of other molecular
entities involved in their signaling, and can also involve
changes in the receptor’s cellular localization (plasma
membrane vs. intracellular vesicles) 1°* % It is currently
accepted that receptor phosphorylation is an initial event
in desensitization that subsequently leads to GPCR
internalization ** %1 In addition, it is currently accepted
that homologous desensitization-associated receptor
phosphorylation is  mainly catalyzed by G
protein-coupled receptor kinases (GRKs) [ whereas
receptor phosphorylation caused by heterologous stimuli
is catalyzed by second messenger-activated kinases, such
L [99,7100] [101-108]

as protein kinase A (PKA) and PKC , and
also by other kinases of several different families, such as
protein kinase B (Akt/ PKB) "% | calcium/ calmodulin
kinase 2 (CaMK2) M MAP kinases ™Y, as well as b

non-receptor and receptor tyrosine kinases [l
However, it is noteworthy to mention that desensitization
can also take place in the absence of receptor
phosphorylation because receptor interaction with
different proteins might constitute an steric hindrance for
efficient G protein coupling ™. It is important to
consider that, during desensitization a particular response
is diminished but the process frequently represents a
switch in signaling, initiating other cellular events '
1181221 'Not all GPCR phosphorylations are associated to
desensitization; for example, it has been observed that
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Table lll
PKA,PKC a, &, 130 S IAVERHMSIMRMRVH Intracelular loop 2
PKA, PKC a, ¢ 138 S IMRMRVHSNLTKKRV Intracelular loop 2
PKC a 141 T MRVHSNLTKKRVTLL Intracelular loop 2
PKA 146 T NLTKKRVTLLILLVW Intracelular loop 2
Pyk 2 210 Y VVVYLRIYVYVKRKT Intracellular loop 3
Pyk 2, JAK 212 Y VYLRIYVYVKRKTNV Intracellular loop 3
PKA, GRK 5 217 T YYYVKRKTNVLSPHT Intracellular loop 3
GRK 4 225 S NVLSPHTSGSISRRR Intracellular loop 3
PKB, PKC a, {, GRK 4 227 S LSPHTSGSISRRRTP Intracellular loop 3
PKCa, B,v,9, 1 229 S PHTSGSISRRRTPMK Intracellular loop 3
PKA, PKC a 233 T GSISRRRTPMKLMKT Intracellular loop 3
Fgr, Fyn, Yes, Lyn, Lck, JAK 2, | 301 Y SYKDEDMYGTMKKMI C-terminal
VEGFR
PKC 0, GRK 4,5 303 T KDEDMYGTMKKMICC C-terminal
PKA, PKC a, {, GRK 3 321 S ENPERRPSRIPSTVL C-terminal
PKA, PKC a, &, GRK 3, 5 325 S RRPSRIPSTVLSRSD C-terminal
PKCy 326 T RPSRIPSTVLSRSDT C-terminal
Akt/PKB 331 S PSTVLSRSDTGSQYI C-terminal
PKA 333 T TVLSRSDTGSQYIED C-terminal
Fyn, Yes, VEGFR, PDGFR, InsR 337 Y RSDTGSQYIEDSISQ C-terminal
GRK 2 341 S GSQYIEDSISQGAVC C-terminal
GRK 2 343 S QYIEDSISQGAVCNK C-terminal
PKCy, GRK 2,3 351 S QGAVCNKSTS******x C-terminal
GRK 2 352 T GAVCNKST S****>x* C-terminal
PKCv,5,, GRK 1,2,4,5 353 S AVCNKSTS**rxxkkk C-terminal
Predicted phosphorylation sites in the human LPA; receptor. Indications as in Tables | and Il. Additional abbreviations:
VEGF receptor (VEGFR), proline-rich tyrosine kinase (Pyk), feline sarcoma viral oncogene homolog (Fgr), tyrosine protein
kinases Fyn (Fyn), Lyn, (Lyn) and Lck (Lck).

Akt/PKB-catalyzed phosphorylation of sphingosine
1-phosphate receptor 1 (S1P,), at threonine 236, is
required for its effect on endothelial migration, but not
for other actions "%,

Current classic models for GPCR desensitization/
internalization  suggest that receptor activation
(homologous), induces a conformational change that is
transmitted to G proteins !, leading to GDP-GTP
exchange and G protein subunit dissociation. This
promotes GRK binding which facilitates receptor
phosphorylation. These ATP-dependent phospho-transfer
reactions take place mainly on serine and threonine (but
can also include tyrosine) residues present in the third
intracellular loop and carboxyl terminus. g-Arrestins bind
to the phosphorylated receptor, initiating the
internalization process and setting G protein-independent
signaling into motion % %1 |n the case of
heterologous desensitization, second messeger-activated
and other kinases phosphorylate consensus sites in
different unstimulated GPCRs. To date, it is far from
clear to what extent such phosphorylations lead to
B-arrestin binding and even less is known regarding G
protein-independent signaling. What it is known, is that
many GPCRs can be phosphorylated, desensitized, and
internalized by both, agonist-stimulation and in a
heterologous manner. The concepts of homologous and
heterologous desensitizations are operationally correct
and useful, but at the molecular level the events are more
complex (see later).
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In many cases where there is evidence of GPCR
phosphorylation, the phosphorylation sites remain
unknown.  Site-directed mutagenesis and  mass
spectrometry of purified receptors are the major
techniques employed. Very interesting data from Tobin
and coworkers have shown that the M3z muscarinic acetyl
choline receptor phosphopeptide maps differ in cell
context-dependent fashion ™% 1251271 ysing different
experimental tools the authors were also able to define
that the muscarinic receptor phosphor?/Iation varied in the
same cell depending on the stimulus "%, The possibility
that different phosphorylation “bar codes” might explain
varied functional responses, has been advanced M 1452271

Regulation of LPA/_; receptor function

To the best of our knowledge, the only LPA receptor
known to be subjected to phosphorylation is LPA; 1],
Agonist stimulation and activation of PKC induce LPA;
receptor phosphorylation % Conventional PKC
isozymes a and B, seem to play major roles in LPA;
phosphorylation and desensitization induced by phorbol
esters ¥ %% This family of protein kinases also
participates in 17  B-estradiol-induced  LPA;
desensitization and phosphorylation, in a signaling
cascade that involves the estrogen receptor o and
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) activity 1. Similarly,
it has been observed that angiotensin 1l and EGF are also
capable of inducing LPA; receptor phosphorylation and
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desensitization " *® Interestingly, LPA and angiotensin
Il induce plasma membrane HB-EGF shedding, which
activates EGF receptors in autocrine/ paracrine fashion,
and this contributes to LPA; phosphorylation and
desensitization. Needless to say these findings indicate
that homologous desensitization is not exclusively
mediated through GRK. Similar obsevations have been
made for the oys-adrenergic receptor 2813,
Heterologous desensitization is also complex at the
molecular level because there is an intense crosstalk
between PKC and other signaling kinases (such as Src or
the MAP kinases) and also GRKs 1323 therefore, it
is possible that GRKs could participate in some
“heterologous” desensitizations. The intense liason
between the EGF receptors and LPA; also involves
Akt/PKB; i. e., LPA induces Akt/PKB phosphorylation /
activation  (as  reflected by threonine 308
phosphorylation) but this effect is mediated through the
EGF receptor via HB-EGF membrane shedding .
This indicates that, on the one hand, some LPA-induced
effects might involve EGF receptor stimulation but that,
on the other hand, EGF activation leads to LPA; receptor
desensitization.

Cell treatments with LPA or phorbol esters induce
LPA; receptor internalization F**.  LPA-induced
receptor internalization takes place via a [-arrestin,
dynamin2- and Rab5-dependent pathway®™ >®! whereas
the phorbol ester-induced effect requieres clathrin and the
AP-2 complex, but not B-arrestin **1. Using a series of
truncation mutants it was observed that a serine-rich
domain (amino acids 341-347, SDRSASS) was required
for agonist-induced internalization, while a dileucine
motif (amino acids 352-353, IL) was required for the
phorbol ester-induced effect . These data indicate that
the structural requirements for LPA- and phorbol
ester-induced LPA, receptor internalization are different
B3] The causal relationship among receptor
phosphorylation , desensitization and internalization has
not yet been firmly stablished. The small GTPase, Ral,
and GRK2 regulate LPA; signaling ™"\, Interestingly, the
effect of GRK2 does not appear to requiere catalytic
activity, because a dominant-negative mutant of this
kinase also induces LPA; desensitization ™7, As
previously mentioned LPA; contains a PDZ-binding
domain in its carboxyl tail and it is through this domain
that it interacts with PDZ-containing GIPC (GTPase
activating protein [RGS19]-interacting protein) . This
binding promotes LPA; vesicular trafficking into early
endosomes and attenuates signaling 4. PDZ-binding
domain-lacking LPA; receptors are constitutively active,
stimulate cell proliferation and lead to colony formation
under serum-free conditions !,

Much less is known about LPA, receptor regulation.
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This receptor subtype also harbors a PDZ-binding
domain in its carboxyl tail. Expression of these receptors
increases GIPC basal activity, but the agonist, LPA, was
unable to intensify such activity "), Interestingly LPA,
(but not LPA;) associates with a PDZ domain-containing
scafoldding protein, i. e. the Na'/H" exchanger regulatory
factor 2; this association appears to increase receptor
signaling through phospholipase C ! and channel
function **. Another PDZ-containg protein, MAGI-3,
also interacts with LPA, and, in this case, exerts a
negative modulation of signaling ™. In other words,
LPA, signalling is modulated, in an opposing manner, by
two PDZ-containing proteins. Other proteins also interact
with the LPA, carboxy! tail !,

Information on LPA; regulation is limited to the
modulation of its genetic expression, during the
menstrual cycle through the action of progesterone and
estrogen [92, 142, 143].

Analysis of putative LPA;_; phosphorylation sites

Receptor sequences obtained from  the UniProt
database (% 1 [LPA; (Q92633, LPAR1_HUMAN),
LPA;, (Q9HBWO, LPAR2_HUMAN), and LPA;
(Q9UBY5, LPAR3 _HUMAN)], were subjected to
alignments and analysis of putative phosphorylation sites
using the Group Based Prediction System (GPS
algorithm 2.1 v) & 1 and the Swiss Institute of
Bioinformatics, ExPASy-ClustalWw ™8 1 proteomic
programs. The GPS algorithm is based on the hierarchical
structure of protein kinases and the partition of the
phosphorylation sites known into several groups. A
phosphorylation site is predicted if it possesses
significant sequence similarity to known phosphorylation
sites in at least one group. The GPS program indicates the
predicted phosphorylated peptide, the kinases most likely
able to catalyze the phosphorylation, and a numerical
score for each protein kinase ™. It is noteworthy that
there is redundancy, i. e., many possible phosphorylation
sites are putative targets of more than one protein kinase;
this is indicated in Tables I-Ill, in which predicted
phosphorylation sites for LPA; 3 receptors are presented.
Sites were analyzed for the following protein kinases:
PKC isoforms, PKA, GRKs, Akt/PKB, CaMK,
AMP-dependent protein kinase (AMPK),
mitogen-activated protein kinases (ERK/MAPK), and
tyrosine kinases. The majority of the predicted
phosphorylation sites of LPA; 3 receptors are located
in their third intracellular loops and carboxyl termini,
although some sites were also predicted in the first and
second intracellular loops (Tables I-111). In silico analysis
evidenced  marked  differences in  predicted
phosphorylation sites among the three receptors (Tables
I-111, see also Fig. 5).
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receptors. Potential phosphorylation sites are indicated in colors with the kinase involved as follows:
PKC, red; GRK, light blue; PKC and GRK, dark blue; PKA, yellow; Akt/PKB, green, and Tyrosine kinases,
orange. For isozymes putatively involved and sites potentially targeted by several kinases, please see

Tables I-111.

Phosphorylation predictions indicate that LPA; could
be a target of six PKC isozymes a, B, 8, {, n and 6),
two GRK isozymes (GRK 2 and 3 [some sites were
possible targets of GRK 1(rhodopsin kinase) in the
receptors analyzed but this was omitted due to the GRK
1limited tissue expression ®]), PKA, and Akt/PKB
(Table I and Figs. 2 and 5). Interestingly, most PKC
target sites are within the third intracellular loop whereas
most GRK-target sites are in the carboxyl terminus.

The abundance of putative phosphorylation sites in
LPA, is only slightly less than that in LPA; and it is
much higher in LPA; (Figs. 2-5 and Tables I-111).
Potentially, LPA, could be phosphorylated by PKC a, B,
9, £, 0, and n, on sites in the second and third intracellular
loops; similarly, GRK 2, 3, 4 and 5, could phosphorylate
sites but these are present in the carboxyl terminus of this
receptor. Some putative PKA phosphorylation sites are
present in the third intracellular loop and carboxyl
terminus of LPA, (Figs. 3 and 5, and Table II).
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As already mentioned, the number of possible
phosphorylation sites in LPA;z is very high, i. e., 24
possible sites. Eight PKC isozymes (a, B, v, 9, €, {, 6 and
n) could potentially phosphorylate sites distributed in
LPA; second and third intracellular loops, and also in the
carboxyl terminus (Table Il and Figs. 4 and 5). Putative
phosphorylation sites for GRK2, 3, 4 and 5 isozymes are
present mainly in the carboxyl terminus and possible
targets of PKA and Akt/PKB also exist in LPA; (Table
Il and Figs. 4, and 5). Putative phosphorylation sites for
receptor and non-receptor tyrosine kinases were detected
in different domains of the three receptors (Figs. 2-5 and
Tables I-111). It is remarkable that many putative PKC
sites are in the third intracellular loops whereas the
majority of GRK sites are in the carboxyl termini of these
receptors. Putative tyrosine phosphorylation sites also
exist, for the three receptors (Tables I-11l and Figs. 2-5).

Alignment of LPA;; receptors analyzed with the
Clustal-W program %*8I showed that amino acid identity
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for the second intracellular loops was ~ 23 %, for third
intracellular loops =~ 28%, and for the carboxyl termini,
only 9% (Fig. 5).

Despite this low amino acid sequence identity,
alignment showed that three potentially phosphorylatable
residues are conserved in the carboxyl termini of the
three receptor subtypes. These include the following: a)
T321 (LPA,), T305 (LPA,) and T303 (LPAjy), targeted in
common by PKC and individually other protein kinases;
b) S341 (LPA,), S328 (LPA,) and S331(LPA,), targeted
by different protein kinases; and ¢) S362 (LPA;), S349
(LPA,) and S351(LPA;), targeted in common by GRK 2
and the site in LPA; also by PKC. There are also some
conserved sites in which the GPS programs predict
phosphorylation of only two of these (indicated in the
same order, non-predicted to be phosphorylation targets
in brackets): a) Y231 (LPA,), [Y214] (LPA;) and Y212
(LPA); b) S244 (LPAy), [S227] (LPA;) and S225
(LPAz); and c) T252 (LPA,), [T235] (LPA,) and T233
(LPA3). A putative phosphorylation site was detected in
which the targeted amino acid changed in one receptor:
S347 (LPA,), S334 (LPA;) and Y337 (LPAj3). The
putative phosphorylations sites present in only two of
these receptors include: a) S132 (LPA;) and S130
(LPA3); b) S255 (LPA;) and S238 (LPA,); and T350
(LPA,) and T352 (LPA;).

It was surprising to observe the presence of many
putative PKA phosphorylations sites in the three LPA
receptors studied; many of these were targets of different
PKC isozymes.

It is clear that the in silico analysis presents a complex
panorama, with many possible phosphorylable sites and
redundant action of different kinases. It offers, as well,
the possibility of studying the role(s) of specific sites in
receptor regulation by means of different conditions and
stimuli. Obviously, this requires factual experimental
demonstration. The use of mutants (truncated or
site-directed) and mass spectrometry appears to be
required to address this. It should be borne in mind that
these processes take place in four dimensions, where
location (3D) and time play key roles. The redundancy
observed might also suggests the possibility that a given
kinase or isoform might act on the receptor’s susceptible
sites during an initial time-frame, and then other kinase(s)
might participate. It is also important to consider that
receptor phosphorylation and the resulting
phosphorylation bar-codes are likely very dynamic,
resulting from the coordinate action of kinases and
phosphatases, possibly reaching different short-lived
signaling states. One can envision the study of these
processes in cellulo through the use of microscopy,
fluorescent probes and FRET and BRET techniques
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[150-1521 "\we are convinced that although the amount of
information on LPA receptors is already very abundant,
there are areas, such as receptor regulation, that offer
niches of opportunity to many researchers and that are, in
our opinion, relevant for understanding cell physiology
and pathophysiology and promising for the development
of better treatments of human and animal diseases.
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