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Resumen

El receptor S1P; es un GPCR que se caracteriza por poseer siete dominios transmembranales y
regula muchas de las acciones de la esfingosina-1-fosfato (S1P). Este esfingolipido bioactivo actua
a nivel de células, tejidos y organismos individuales, ademds modula la proliferacién, promueve la
supervivencia y el trafico vesicular entre muchos otros efectos celulares. También participa en
procesos patoldgicos como la fibrosis, el cancer y la esclerosis multiple (EM). El receptor S1P; se
expresa en las superficies de los linfocitos y es importante para regular la egresidn de los ganglios
linfaticos. La EM es una enfermedad crdénica autoinmune y neurodegenerativa del sistema
nervioso central (SNC) asociada con progresién irreversible y discapacidad. El Fingolimod
(FTY720-P) inicialmente activa los receptores S1P; de linfocitos y posteriormente induce la
regulacién negativa de S1P; que impide la salida de los linfocitos de los tejidos linfoides,
reduciendo de este modo la infiltracion de linfocitos autoagresivos en el SNC.
La internalizacién de los receptores acoplados a proteinas G puede ser desencadenada por
agonistas o por otros estimulos. Las proteinas Rab son GTPasas que controlan la endocitosis, el
tréfico vesicular y la fusién endosomal. En la via endocitica, Rab 5 controla el trafico de la
membrana plasmadtica a los endosomas tempranos. Ademas, Rab 7 y Rab 9 regulan el trafico de
endosomas tardios a lisosomas y el reciclaje al trans-Golgi.

Se sabe que la S1P, el PMA y el FTY720-P fosforilan al receptor de S1P,. Sin embargo, los estudios
centrados en el trafico vesicular del receptor activado por la S1P, el FTY720-P y el PMA son muy
limitados. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar la cinética de la fosforilacién y el
trafico vesicular de los receptores S1P,. Hemos encontrado que la S1P es mas potente y eficaz que
el FTY720-P al medir la elevacién de la concentracién de calcio intracelular. Adicionalmente,
encontramos una cinética de fosforilacion diferencial del receptor sobre la activacién de S1P en
comparacion con FTY720-P. Ademads, se observd que cuando el receptor S1P; se activa con S1P y
PMA, el receptor interaccionaba con proteinas presentes en endosomas tempranos, tales como
Rab5 y con marcadores de endosomas tardios, tales como Rab 9, pero no con Rab7. Al activar el
receptor con FTY720-P, el receptor interactia con Rab5 y con marcadores de endosomas tardios,
tales como Rab 7, pero no Rab9.

VI



ABSTRACT

S1P, receptor is a seven transmembrane-spanning protein that mediates many of the actions of
sphingosine 1-phosphate (S1P). This bioactive sphingolipid induces a plethora of actions at the
levels of individual cells, tissues and organisms and modulates proliferation, promotes survival,
and vesicular trafficking among many other cellular effects. It is also involved in pathological
processes such as fibrosis, cancer and multiple sclerosis (MS). S1P; receptor is expressed on the
surfaces of lymphocytes and is important in regulating egression from lymph nodes. MS is a
chronic autoimmune and neurodegenerative disease of the central nervous system (CNS)
associated with irreversible progression and disability. Fingolimod (FTY720-P) initially activates
lymphocyte S1P; receptors and subsequently induces S1P, down-regulation that prevents
lymphocyte egress from lymphoid tissues, thereby reducing autoaggressive lymphocyte infiltration
into the CNS.

Internalization of G protein-coupled receptors can be triggered by agonists or by other stimuli.The
Rab GTPase family controls endocytosis, vesicular trafficking, and endosomal fusion. In the
endocytic pathway, Rab 5 controls traffic from the plasma membrane to early endosomes.
Moreover, Rab 7 and Rab 9 regulate the traffic from late endosomes to lysosomes and recycling to
the trans-Golgi.

It is known that S1P, PMA and FTY720-P phosphorylate S1P;. Nevertheless, studies focused on the
receptor vesicular traffic elicited by S1P, PMA and FTY720-P are very limited. Therefore, the
objective of this work was to characterize the kinetics of phosphorylation and vesicular traffic of
S1P, receptors. We found S1P is more potent and effective than FTY720-P when measuringin
elevating intracellular calcium concentration. Additionally, we found a differential receptor
phosphorylation kinetics upon S1P activation as compared to FTY720-P. Furthermore it was
observed that, when S1P; receptor was stimulated with S1P and PMA, the receptor interacted
with proteins present in early endosomes, such Rab5 and with late endosome markers, such as
Rab 9, but not Rab7. Upon FTY720-P, the receptor interacted with Rab5 and with late endosome
markers, such as Rab 7, but not Rab9.
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1.1.Transduccion de seriales

En organismos multicelulares, las células que conforman tejidos especializados funcionan en
forma coordinada por medio de numerosos mecanismos finamente regulados. Muchos de estos
mecanismos dependen de la comunicacidn entre las células. Esta comunicacién se produce
cuando ciertas células emiten un “mensaje” a través de sefiales quimicas que ejercen su efecto en
otras células y éstas, como consecuencia, inician una respuesta bioldgica. Las respuestas son muy
variadas: transformaciones morfoldgicas, modificacién en rutas metabdlicas o cambios en la
expresion de ciertos genes que llevan a la division, a la diferenciacién e incluso a la muerte celular
(Curtis et al., 2008). Las sefiales pueden ser autocrinas (actian sobre la misma célula que las ha
producido), paracrinas (actian sobre células vecinas) y endocrinas (la sefial es transportada a
través del torrente sanguineo hasta la célula diana distante) (Nelson & Cox, 2008).

Los sistemas de transduccidn de sefiales se caracterizan por ser a) especificos, debido a la
complementariedad molecular entre la sefal y el receptor; esta complementariedad se establece
por interacciones no covalentes (figura 1a), b) la amplificaciéon por cascadas enzimaticas tiene
lugar cuando una enzima asociada a un receptor se activa y a su vez, cataliza la activacion de
muchas moléculas de una tercer enzima y asi sucesivamente (figura 1b), c) desensibilizacién del
sistema de receptor provocando una menor sensibilidad de la sefial para el receptor, (figura 1c) y
la d) integracidon que es la capacidad de la célula para recibir multiples senales y producir una

(figura 1d) (Nelson & Cox, 2008).
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Figura 1. Cuatro caracteristicas de los sistemas de transduccion de sefiales. (a) Especificidad es la complementariedad
del ligando y el receptor. (b) Amplificacion ocurre cuando una enzima asociada a un receptor se activa y a su vez,
cataliza la activacion de muchas moléculas de una tercera enzima. (c) La activacion del receptor genera mecanismos
que desensibilizacion permitiendo que el receptor sea internalizado en la célula y (d) Integracion que es la capacidad
de la célula para recibir multiples sefiales y producir una respuesta unificada (Imagen tomada de Nelson & Cox, 2008).



1.2.Receptores acoplados a proteinas G (GPCRs)

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés) se caracterizan por tener
7 dominios transmembranales en forma de hélices a con aproximadamente 22 a 28 residuos de
aminodacidos; estos dominios se conectan por asas intra y extracelulares, el extremo amino
terminal (NH,) se encuentra del lado extracelular (generalmente glucosilado) y el carboxilo
terminal (COOH) se ubica del lado intracelular (figura 2) (Bahouth et al., 1991).

NH,

Extracelular (e)

Membrana plasmatica

Intracelular (i)

asa3i

COOH

Figura 2. Estructura general de un GPCR. En azul oscuro se muestran los 7 dominios transmembranales (nimeros
romanos) en forma de hélice a. El NH, se encuentra en el lado extracelular y generalmente esta glucosilado (circulos
morados) y el COOH se ubica en el lado intracelular (Imagen modificada de Morris & Malbon, 1999).

La conformacién activa del receptor permite la unién de proteinas G heterotriméricas que
se caracterizan por un estado basal, donde el dimero B/Y estd asociado a la subunidad a unido a
un GDP. Al interaccionar la proteina G heterotrimérica y el receptor se promueve el intercambio
de GDP por GTP en la subunidad a, permitiendo la disociacién del dimero B/Y. La subunidad a
activa o reprime la actividad de proteinas efectoras que modulan enzimas y canales idnicos
generando segundos mensajeros obteniendo una respuesta celular (Wettschureck & Offermanns,
2005). La subunidad a tiene un dominio de GTPasa que le permite hidrolizar al GTP, causando su
propia inactivacidn y su reasociacidn con el dimero B/Y, reconstituyendo la proteina G inactiva
(Kleuss et al., 1994).



De manera general las proteinas G se clasifican de acuerdo a su subunidad a, que esta definida por
su similitud en secuencia de aminodcidos (Neer, 1994). Existen 4 clases de proteinas G,
denominadas como s, g, 12/13 e i (figura 3).

Clase Gay: Incluye a Go,y Gaolf con un 88% de identidad (Morris & Malbon, 1999). Esta
clase de proteina G se caracteriza por la activaciéon de la Adenilato Ciclasa (AC) que genera
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a partir de adenosin trifosfato (ATP). EIl AMPc actia como
segundo mensajero regulando la actividad de la proteina cinasa A (PKA). La forma inactiva de la
PKA contiene 2 subunidades cataliticas y 2 subunidades regulatorias. Cuando 4 moléculas de AMPc
se une a las subunidades regulatorias, sufren un cambio conformacional y se disocia la PKA activa
(2 subunidades cataliticas) (Nelson y Cox, 2008; Neer, 1994).

Clase Gay: Incluye a Gay,, Gayg, Gayg, Goys Y Gage. Esta clase de proteina G se caracteriza por
capacidad de activar a la fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en inglés), que cataliza la formacién de
dos segundos mensajeros: diacil glicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3) a partir del
fosfatidilinositol 4, 5 bifosfato (PIP2). El IP; difunde de la membrana plasmatica al reticulo
endoplasmico y se une a receptores especificos para IP; causando la liberacién de Ca** al citosol. El
Ca’"y el DAG activan a la proteina cinasa C (PKC) (Nelson y Cox, 2008).

Clase Goyy/3: Incluye a Gay, y Gays. Esta clase de proteinas G se caracterizan por ser
activadas mediante receptores que activan a proteinas Ga, (Wetschureck & Offermanns, 2005) y
estan involucradas en la remodelacion del citoesqueleto, por la activacion de GTPasas como Rho y
Racl (Malbon, 2005).

Clase Gay: Incluye a Gayi,, Gai, Gaiz y Go,. Esta clase de proteina G se caracteriza por
inhibir a la AC (Sunahara et al., 1996) y activar a la PLC y PI3K a través del dimero B/Y (Dongeun et
al., 1993). La funcidon de los miembros de esta clase han sido estudiados usando la toxina pertussis
de la Bordetella pertussis, debido a que tienen un residuo de cisteina que es ADP-ribosilado en el
COOH terminal por dicha toxina (Garcia-Sainz, 1981).
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Figura 3. Patrones de sefializacion activados por diferentes tipos de proteinas G. (a) El principal efector de la
sefializacion de G es la Adenilato Ciclasa (AC). (b) El principal efector de la sefializacién de G4 es la activacion de
la fosfolipasa C (PLC) que genera diacilglicerol (DAG) el cual activa a la PKC e IP3 que promueve la apertura de
canales dependientes de IP liberando Ca”" del reticulo endoplasmico (RE). Mientras que las proteinas G513 activa
a Rho y Racl. (c) La proteina G,; inhibe a la AC a través de la subunidad a y activa a PLC y PI3K a través del dimero
B/Y (Imagen creada de Wettschureck & Offermanns, 2005).

1.3.Regulacion de GPCRs

La actividad de un GPCR es el resultado del balance coordinado entre los mecanismos que regulan
los procesos de sefalizacidn, desensibilizacidon y resensibilizacién. La desensibilizaciéon es la
atenuacién o desaparicién con el tiempo de la respuesta del GPCR al agonista (Hausdorff et al.,
1990) y representa un importante mecanismo de autorregulacidon. Existe un proceso de
desensibilizacidn, que se debe a la fosforilacidn de la proteina receptora provocada por la
activacion del propio receptor (desensibilizacion homaéloga) y fosforilacion del receptor provocada
por la activacion de otros receptores (desensibilizacion heterdloga) (Kelli et al., 2008). La
fosforilacién de GPCRs puede deberse a la activaciéon de:

a) Cinasas especificas cuyo Unico sustrato es el GPCR activado por agonistas
(desensibilizacién homodloga), y se llaman cinasas de receptores acoplados a proteinas
G (GRKs, por sus siglas en inglés), la fosforilacion ocurre en residuos de aminoacidos de
serina y treonina de la tercera asa intracelular y en el COOH terminal (figura 4a) (Lohse
et al., 1990).



b) Cinasas dependientes de segundos mensajeros (por ejemplo, PKA y PKC) que pueden
ser activadas por estimulos producidos por ligandos sobre otros receptores
(desensibilizacion heterdloga), donde la fosforilaciéon altera la conformacion del
receptor y su afinidad por la proteina G (figura 4b) (Benovic et al., 1985).

B %
s @

Figura 4. Proceso de desensibilizacion homdloga y heterdloga. (a) En la desensibilizacién homdéloga el receptor es (1)
activado por el agonista (ag) (2) provocando el acoplamiento a la proteina G y la (3) fosforilacion por la GRK. La (4)
arrestina se une a los sitios fosforilados provocando la desensibilizacion del receptor, (5) internalizacion, (6) re
sensibilizacién por el desacoplamiento de la arrestina, el ligando y la desfosforilacion, por Gltimo (7) es reciclado a la
membrana. (b) En la desensibilizacién heterdloga se activan PKB y PKC por segundos mensajeros. Estas cinasas (1)
fosforilan al receptor no permitiendo la unién de la proteina G. (2) GRK y (3) proteinas reguladoras pueden ser activadas
por PKCy regular al receptor (Imagen tomada y modificada de Kelli et al., 2008).

La activacién del GPCR por el ligando origina la fosforilacién por parte de la GRK, esto
facilita la unién de las B-arrestinas que reclutan el complejo de clatrinas y AP-2 permitiendo que
se fije el GPCR a las vesiculas cubiertas de clatrina. Posteriormente, los GPCR incluidos en estas
vesiculas son internados en la célula donde se pueden sufrir procesos como la degradacion en los
lisosomas (regulacién a la baja) o mantenimiento en los endosomas para su posterior
reciclamiento a la membrana plasmatica y recuperacidn de su funcidn (resensibilizacién) (Voet &
Voet, 2006).

1.4.Las GTPasas Rab

Las proteinas Rab son un subgrupo de la familia de las GTPasas Ras y estdn involucradas en
multiples etapas del trafico vesicular. Al igual que los miembros de la familia Ras, las proteinas Rab
tienen actividad de GTPasa y estan reguladas por factores de intercambio de nucledtidos de



guanina (GEF’s, por sus siglas en inglés) que regulan el intercambio del GDP por GTP, por las
proteinas activadoras de GTPasas (GAP’s, por sus siglas en inglés) que aceleran la tasa intrinseca
de la hidrélisis de GTP a GDP, e inhibidores de la disociacién del GDP (GDI’s, por sus siglas en
inglés). La adicion de dos grupos geranilo en el COOH terminal les permite asociarse
estrechamente a las membranas celulares (Googy et al., 2005).

Se han identificado 60 proteinas Rab y cada una regula diferentes etapas del transporte
intracelular en endocitosis, trafico vesicular y exocitosis, esto se refleja en su distribucién en la
membrana de diferentes organelos celulares (figura 5) (Jordens et al., 2005).
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Figura 5. Mapa de localizacidn intracelular de diferentes GTPasas Rab. Las flechas indican la direccién del transporte
entre los compartimientos celulares. Rab5 controla la formacién de las vesiculas cubiertas de clatrina (VC), la
endocitosis de VC, fusion de VC con endosomas tempranos (ET) y fusién “homotipica” entre ET y endosomas tardios.
Rab9 y Rab7 se encuentran en endosomas tardios (Imagen tomada de Castillo, 2014).

1.5.El receptor de esfingosina-1-fosfato tipo 1 (S1P,)

El receptor de S1P,; fue descubierto en 1990 por Timothy Hla y colaboradores al caracterizar un
receptor huérfano que se expresaba cuando se inducia la diferenciacion endotelial con forbol
miristrato acetato (PMA, por sus siglas en inglés), debido a esto en un principio al receptor se le
denomind Gen de Diferenciacidon Endotelial 1 (EDG-1, por sus siglas en inglés) (Hla & Maciag, 1990),
con el paso del tiempo adquirié el nombre de S1P, (Watterson et al., 2001).

El receptor de S1P, tiene un tamafio de 380 residuos de aminoacidos, de los cuales 46
corresponden al NH, terminal y 68 al COOH terminal (figura 9). En el NH, terminal encontramos
los aminodcidos N30 y N36 que son sustratos de N-glucosilacién y la Y19 y Y22 que presentan
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sulfatacién y estan implicadas en la afinidad por el ligando (figura 9) (Fieger et al., 2005). Presenta
7 dominios hidrofébicos compuesto entre 20-26 aminoacidos y 8 dominios hidrofilicos
compuestos entre 7-33 aminodacidos. En el COOH presenta las C328, C329 y C331 que son
susceptibles a palmitoilacién, una modificacidon postraduccional importante para el anclaje de
proteinas a la membrana (figura 9) (Ohno et al., 2009), los residuos K330, K339, K341 y K354 son
susceptibles a poliubiquitinacién vy los residuos de S351, S352 y S355 son fosforilados en presencia
de FTY720P (un agonista del receptor S1P, utilizado como tratamiento en la esclerosis multiple)
(figura 9) (Oo et al., 2011), la Y143 también se fosforila en presencia de S1P y es necesaria para la
internalizacion del receptor (Chavez et al., 2015), la T236 se fosforila por PKB/Akt regulando la
activacion de la proteina G pequefia Rac que estd involucrada en procesos como la quimiotaxis y
angiogénesis (figura 9) (Lee et al., 2001; Spiegel & Milstein, 2002), por ultimo los residuos T371,
S374 y S375 son fosforilados por GRK2 y regulan el trafico de linfocitos al torrente sanguineo
(Arnon et al., 2011).

€ su Ifatacion
° N-glucosilacién

() Palmitacién

() Ubiquitinacién por FTY720

{ Fosforilacion: T236 por AKT en
presencia de S1P
5336, 5351, 5353, 5355, 5358y
5359 en presencia de FTY720P
Y143 en presencia de S1P
T371, 5374y 5375 por GRK2
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Figura 6. Esquema del receptor de S1P,. Se representan las modificaciones postraduccionales reportadas para el
receptor de S1P;. El circulo color azul ejemplifica la sulfatacién, el morado Ila N-glucosilacién, el verde la
palmitacion, el rojo la ubiquitinacion y el naranja la fosforilacidn.



1.6.El receptor S1P; y la esclerosis multiple

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad autoinmune del sistema nervioso central y se
caracteriza por una inflamacidn que provoca astrogliosis, desmielinizacién y pérdida de
oligodendrocitos y neuronas (Compston & Coles, 2002). En la patofisiologia de la EM son afectadas
las células dendriticas inmaduras quienes son los actores centrales en la respuesta inmune innata
y estan involucradas en el mantenimiento de la tolerancia inmunitaria periférica. En pacientes con
EM las células dendriticas presentan un antigeno (célula dendritica madura) y la tolerancia
inmunitaria estd parcialmente perdida, esto favorece la expansion clonal de linfocitos T en los
ganglios linfaticos. La naturaleza del antigeno, las sefiales estimuladoras y las citoquinas en los
ganglios linfaticos dirige la diferenciacién de las células T nativas en linfocitos T ayudadores 1, 2 y
17, linfocitos T reguladores vy linfocitos T citotdxicos. Estas células inmunitarias entran al torrente
sanguineo, penetran la barrera hematoencefélica e invaden el sistema nervioso central (SNC). Se
reactivan, se expanden clonalmente y se diferencian en células presentadoras de antigeno. La
presencia de linfocitos T ayudadores 1y 17, linfocitos T citotéxicos y células B en el SNC junto con
los astrocitos y microglia anormalmente activados, conducen a un aumento de la produccién de
citoquinas inflamatorias, especies reactivas de oxigeno, produccién de anticuerpos y la
citotoxicidad directa, que estan involucrados en la desmielinizacion, el dafio axonal y neuronal que
esta presente en los pacientes con EM (Brinkmann et al., 2010).

Como se mencioné anteriormente el receptor de S1P; estd distribuido en células del
sistema nervioso (tabla I) y se ha propuesto que los linfocitos T de memoria central (T¢y), salen del
nodo linfatico hacia el torrente sanguineo por la expresion del receptor de S1P; y penetran la
barrera hematoencefilica invadiendo el SNC (Matloubian et al., 2004). En el SNC, las células T¢y se
reactivan por el antigeno presentado en la microglia y células dendriticas causando proliferacién y
diferenciacion local de células T efectoras (T) y probablemente células efectoras de la memoria
(Tem) (Kivisakk et al., 2004). Las células Tg activan los astrocitos por la interleucina-17 (IL-17) (Kang
et al., 2010), destruyen células neuronales y secretan citocinas inflamatorias que activan a las
SPHK’s (Chalfant & Spiegel, 2005). Esto aumenta la produccién de S1P, que es el agonista de los
receptores de S1P y aumentan la neuroinflamacién y gliosis (figura 10) (Nayak et al., 2010).



Lymph node

Inflammatory
cytokines

IL-17
receptor

Down-modulation
............ of SIP receptors by
fingolimod

Figura 7. Modelo propuesto para el papel del receptor de S1P, en la esclerosis muiltiple. Los linfocitos T de memoria
central (Tey), salen del nodo linfatico hacia el torrente sanguineo por la expresiéon del receptor de S1P; y penetran la
barrera hematoencefalica invadiendo el sistema nervioso central (SNC). En el SNC, las células Ty se reactivan por el
antigeno presentado en la microglia y células dendriticas causando proliferacion y diferenciacion local de células T
efectoras (Tg) y células efectoras de la memoria (Tgy). Las células Tg activan los astrocitos por la interleucina-17 (IL-17)
y activan a las SPHK’s, aumentando la produccion de S1P, que es el agonista de los receptores de S1P y aumentan la
neuroinflamacioén y gliosis (Imagen tomada de Brinkmann et al., 2010).

El FTY720 (Novartis, Basel, Switzerland) es un agonista de los receptores de S1P y se
sintetizé en 1992 por modificacion estructural de un metabolito del hongo Isaria sinclairii. Se
considera al FTY720 como una prodroga y es fosforilado in vivo por la Sphk2, pero no por la Sphk1
(Allende et al., 2004) generando el FTY720-fosfato (FTY720-P) que es un andlogo de S1P (figura 11)
y se une a los receptores de S1P,s, excepto a S1P, (Brinkmann et al., 2002). Aunque el FTY720-P es
un agonista del receptor S1P,, también se considera como un antagonista funcional ya que causa
ubiquitinacién y degradacién del receptor (figura 9) (Oo et al., 2007). En 2011 el FTY720 fue
aprobado por la Administracidon de alimentos y medicamentos de USA como una droga en el
tratamiento de la esclerosis multiple (Schuchardt et al., 2011). La modulacién del receptor de S1P,
por el FTY720-P conduce a la retencién de las células T¢y en los nodos linfaticos y previene su
invasion al SNC, su expansién clonal y diferenciacion en células T¢ y Tey (figura 10) (Fujino et al.,
2003).

OH o J
H2 O.bPO .- e T . /""-:-,N_H2
MH, Sphingosine 1-phosphate H.Q.PO {5)-Fingolimod -P {active metabolite)

Figura 8. Fingolimod fosfato y esfingosina-1-fosfato. Fingolimod fosfato (Fingolimod-P) es un analogo de la
esfingosina-1-fosfato (S1P).
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Estudios recientes proponen que el receptor de S1P, al ser estimulado por la S1P y el FTY720-P se
internaliza rapidamente por la ruta candnica de desensibilizacion de GPCRs. Al activar al S1P; por
la S1IP y el FTY720-P facilita la unién de las B-arrestinas tipo 2 que reclutan el complejo de
clatrinas y AP-2 permitiendo que se fije el receptor de S1P, a las vesiculas cubiertas de clatrina
(Reeves et al., 2015).

1.7.El lipido bioactivo esfingosina- 1- fosfato (S1P)

Los lipidos no solo son los componentes principales de las membranas celulares, también se
consideran como compuestos bioactivos al servir como mensajeros intracelulares. Los
esfingolipidos son lipidos bioactivos que actian como agonistas de GPCRs. Estan involucrados en
cascadas de transduccidn de sefiales que regulan procesos importantes como el crecimiento, la
migracion, la diferenciacion y la muerte celular (Schuchardt et al., 2011). Los esfingolipidos acttan
de dos maneras como moléculas bioactivas, se consideran como segundos mensajeros en la
transduccion de sefiales extracelulares y regulan la dindmica de las membranas celulares siendo
una estructura fundamental en las balsas lipidicas (Nelson y Cox, 2008). Actualmente se conoce
qgue muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos son regulados por esfingolipidos y diversos
estudios se han centrado en comprender el papel de la esfingosina-1-fosfato en dichos eventos
celulares (Schuchardt et al., 2011).

Se conocen mas de 300 esfingolipidos diferentes (Merrill et al., 1993). Los esfingolipidos
estan formados por tres motivos estructurales principales: un amino alcohol de cadena larga
(comunmente la esfingosina), un acido graso de longitud variable unido al grupo amino que esta
anclado al carbono 2 del amino alcohol y diversas cabezas polares unidas al hidroxilo del carbono 1.
En particular para la esfingomielina, su grupo hidrofilico es la fosfocolina. El acido graso de 2-28
carbonos unido a la esfingosina forma la ceramida (figura 6) (Futerman & Hannun, 2004).

_________________________________________

Fosfocolina . Ceramida
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Esfingomielina

Figura 9. Estructura de la esfingomielina. La esfingomielina estd constituida por una ceramida formada por la
esfingosina como base de cadena larga y un acido graso de longitud variable. La fosfocolina se considera como la
cabeza polar (Imagen modificada de Voet & Voet, 2006).
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La produccion de esfingolipidos es compleja y representa una degradacion reversible de la
esfingomielina. Para la biosintesis de la esfingosina-1-fosfato (S1P), el catabolismo de la ceramida
es necesario ya que es la base estructural de los esfingolipidos. La ceramida puede ser obtenida a
partir de la esfingomielina por su hidrolisis por la esfingomielinasa (SMasa) que genera ceramida y
fosfocolina (figura 6) (Obinata & Hla, 2012).

Los sustratos iniciales para la sintesis de novo de la ceramida son una serina y una palmitoil
coenzima A que se condensan por la serinpalmitoiltransferasa (SPT) formando una molécula de
esfinganina. Posteriormente la ceramida sintasa (CerS) promueve la N-acilacién de la esfinganina
para generar dihidroceramida que es desaturada por la dihidroceramida desaturasa
biosintetizando la ceramida. Para obtener la esfingosina, la ceramida se somete a una desacilacién
catalizada por la ceramidasa. La esfingosina se fosforila por la esfingosina cinasa (Sphk) para
formar S1P y posteriormente es degradada irreversiblemente por la S1P liasa que genera
etanolamina fosfato y hexadecenal. Ademds la S1P puede ser desfosforilada por fosfatasas de
esfingosina (SPP) y fosfatasas de lipidos (PLPP), para obtener esfingosina (figura 7) (Hla et al.,
2008).

Serina y Palmitoil-CoA

l SPT

Esfinganina
N
CerS
Dihidroceramida
PLPP
\L Dihidroceramida desaturasa Sspp
Ceramida < Esfingosina < Esfingosina-1-fosfato
— —
SMas e e, Sphk \l/ Liasa de S1P

Etanolamina fosfato y

Esfingomielina
J Hexadecenal

Figura 10. Sintesis de esfingosina-1-fosfato (S1P). La ceramida es el centro del metabolismo de la S1IP. La sintesis de
novo es a partir de la condensacion de una serina y un palmitoil CoA por la serinpalmitoiltransferasa (SPT) que produce la
esfinganina que es acilada por la ceramida sintasa (CerS) generando dihidroceramida que es desaturada para biosintetizar
ceramida. La ceramida es desacilada por la ceramidasa obteniendo esfingosina que es fosforilada por la esfingosina
cinasa (Sphk) para producir S1P (Imagen modificada de Obinata & Hla, 2012).
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Como se menciond anteriormente los esfingolipidos actian como segundos mensajeros en la
transduccion de senales extracelulares, por ejemplo se conoce que el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés), induce la hidrélisis de la esfingomielina a
ceramida que es metabolizada a S1P. En contraste el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a, por sus
siglas en inglés) usualmente solo induce la acumulacion de la ceramida. Estas diferencias tienen
importantes efectos en la célula debido a que la S1P es un potente mitdgeno y un inhibidor de la
apoptosis (Cuvillier et al., 1998; Olivera & Spiegel, 1993), mientras que la esfingosina y la ceramida
inhiben el crecimiento e inducen la apoptosis (figura 8) (Hannun, 1994; Jayadev et al., 1995).

Factor de
crecimiento
TNF-a  (PDGF)

Esfinggmielina
-+ -+ Esfingomielinas \
Cera 'nida'\ Inhibe el

- + Ceramidasa crecimiento
v / Induce apoptosis
Esfingosina
- -+ Esfingosina cinasa Induce el

Esfingosina -1-fosfato —> crecimiento
Inhibe apoptosis

Figura 13. Los esfingolipidos actuan como segundos mensajeros. El factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) induce la biosintesis de la esfingosina-1-fosfato (S1P). En contraste el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
solo induce la acumulacién de la ceramida. La S1P es un potente mitégeno y un inhibidor de la apoptosis mientras
que la esfingosina y la ceramida inhiben el crecimiento e inducen la apoptosis (Imagen modificada de Vesper et al.,
1999).

1.8.Senalizacidén activada por S1P

La S1P se genera a partir de la esfingosina por la accidn de las esfingosina cinasa 1y 2 (Sphkly
Sphk2) y es exportada al espacio extracelular por un transportador de tipo ABC (Schuchardt et
al., 2011). La mayor fuente de S1P en el sistema vascular son las células hematopoyéticas como
los eritrocitos, plaquetas vy leucocitos (Pappu et al., 2007). La concentracidon de S1P en sangre es
alrededor de 0.5 puM y esta unida en un 30% a la albumina, 50-70% a lipoproteinas de alta
densidad, 5-10% en lipoproteinas de baja densidad y 2-5% en lipoproteinas de muy baja
densidad (Mutara et al., 2000; Okajima, 2002).
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Los receptores que unen a la S1P pertenecen a la familia de GPCRs, hasta el momento se han
identificado cinco subtipos de receptores y se han denominado; S1P,, S1P,, S1P;,S1P, y S1P;(Lee
et al.,, 1998; Van Brocklyn et al, 1999). Los receptores S1P,; activan diferentes vias de
sefializacion dependiendo del subtipo de proteina G acoplada (tabla 1). La via de transduccion
de sefiales acoplada a G, que estd involucrada en el aumento de Ca’* ha sido una de las vias mas
estudiadas. Ademas los receptores de S1P acoplados a Gjy/3 pueden activar a la GTPasa
monomérica Rho que esta involucrada en la regulacién del citoesqueleto y la movilidad celular
(Lepley et al., 2005). Los receptores acoplados a G; activan vias de sefializacién involucradas en la
proliferaciéon y sobrevivencia celular regulando las vias de PI3K/AKT y Ras/ERK (Takuwa et al.,
2008), ademas activa a la PLC a través del dimero B/Y (Dongeun et al., 1993).

Los receptores de S1P estan implicados en muchos procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos,
incluyendo el cancer, la funcién del sistema nervioso y la esclerosis multiple (Gardell et al., 2006;
Brinkmann, 2007). La caracterizacion de los ratones knock out (- / -) para este receptor a
proporcionado una vision muy amplia del papel de los receptores de S1P (tabla 1): los ratones
knock out de S1P, presentan defectos letales durante su desarrollo en el Utero (Liu et al., 2000),
para S1P, desarrollan ataques epilépticos (MacLennan et al., 2001) y también sordera (Kono et
al., 2007), para S1P; no presenta un fenotipo obvio (Ishii et al., 2001), sin embargo, el triple
knockout de S1P,; tiene un importante papel en el desarrollo y funcidn del sistema vascular
durante la embriogénesis (Kono et al., 2004).

Tabla I. Expresion de los receptores de S1P y vias de sefializacion.

Receptor Expresion en Fenotipo de ratén Proteina G Vias de Referencias
tejidos knock out acoplada seifalizacion
S1P: Cerebro, Letal, el receptor es muy G; (-): AC, Takuwa et al.,
pulmén, bazo, importante para procesos (+): ERK, 2008.
corazon vy rifon. como angiogénesis, PI3K/Akt, eNOS,
neurogénesis, trafico de Rac
células del sistema
inmune y barrera
endotelial.
S1P2 Muchos tejidos. Ataques epilépticos vy G, Gs, Gg y (-): AC Takuwa et al.,
sordera. Giy/13 (+): AC, PLC, 2008.
Ocasionalmente letal JNK, p38, Rho,
entre 3 y 7 semanas de Rac
edad
S1P3 Corazon, No hay fenotipo obvio. G, Gy Yy (-): AC Ishii et al.,
pulmén, bazo, Giy/13 (+): ERK, PLC, 2001; Takuwa
rifidn, intestino, Akt, eNOS, Rac, | etal., 2008
diafragma y Rho
cartilago.
S1Ps Leucocitos y No hay datos. G, Gy vy (+): AC, ERK,
musculo liso de Giy/13 PLC, Rho
las vias

respiratorias.
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S1Ps

Células del
sistema nervioso
central,
oligodendrocitos
y células de
Schwann

No hay defectos en la
mielinizacion.

Gy Gig/13

(-): AC, ERK
(+): INK,
p54INK

Jaillard et al.,
2005

(+) Activacion; (-) inhibicion.
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Planteamiento del problema
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Los receptores de S1P estan implicados en muchos procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos,
incluyendo el cancer, la funcidn del sistema nervioso y la esclerosis multiple. En particular para la
esclerosis multiple la modulacién del receptor de S1P, por el FTY720-P ha sido una buena opcidn
para el tratamiento de la enfermedad. Se conoce que la actividad del receptor de S1P, es el
resultado del balance coordinado entre los mecanismos que regulan los procesos de sefializacién,
desensibilizacidn y resensibilizacidén. La regulacidon a la baja o mantenimiento en los endosomas
para su posterior reciclamiento y recuperacion de los GPCRs estan regulados por diversas
proteinas Rab que estan involucradas en diferentes etapas del transporte intracelular en
endocitosis, trafico vesicular y exocitosis, por ejemplo, en la ruta endocitica, Rab 5 controla el
tréfico del receptor de la membrana plasmatica a los endosomas tempranos, Rab9 regula el tréfico
de endosomas tardios a lisosomas y Rab7 regula el trafico de los endosomas tardios a la
degradacion via proteosoma. Sin embargo, las proteinas Rab involucradas en la regulacién del
receptor de S1P, no han sido estudiadas. Analizar el papel de las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7 en el
tréfico vesicular del receptor de S1P,, debida a la activacién generada por la S1P, FTY720-P y PMA
representa un buen modelo para determinar el papel de las proteinas Rab en la regulacion del
receptor.

Hipodtesis
La desensibilizacién homdloga y heterdloga del receptor de esfingosina-1-fosfato tipo 1 (S1P,) bajo

la accidon de S1P, FTY720-P y PMA presenta diferencias en el trafico vesicular mediado por las
proteinas Rab.

17



Objetivos
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3.1. Objetivos

Objetivo principal

Estudiar las diferencias en el trafico vesicular del receptor de S1P, durante la desensibilizacion
homéloga (S1P y FTY720-P) y heterdloga (PMA).

Objetivos particulares

1.- Caracterizar farmacolégica y funcionalmente el receptor de S1P,-mCherry.

2.- Determinar la internalizacidn del receptor de S1P, bajo la accién de S1P, FTY720-P y PMA.

3.- Estudiar el papel de las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7 en el proceso de internalizacidn al activar
el receptor de S1P, con S1P, FTY720-P y PMA.

4.- Evaluar la cinética de fosforilacién del receptor de S1P, bajo la accidon de S1P y FTY720-P.
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Materiales y métodos
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4.1. Materiales

El medio de cultivo modificado Dulbecco’s Eagle Medium (DMEM), el antibidtico geneticina (G418)
y otros reactivos para el cultivo celular se obtuvieron de Gibco Life Technologies. El suero fetal
bovino (SFB) de Multicell. La esfingosina-1-fosfato (S1P), el forbol 12-miristoil 13-acetato (PMA) e
inhibidores de proteasas fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical Co. La proteina A-agarosa se
obtuvo de Millipore. El [**P]Pi (8500-9120 Ci/mmol) se obtuvo de Perkin Elmer Life Sciences. El
Fura-2/AM fue obtenido de Molecular Probes, Invitrogen. El anticuerpo policlonal que reconoce a
la proteina mCherry fue generado en el laboratorio por la Dra. Claudia Gonzalez Espinosa, la Dra.
Maria Teresa Romero Avila y el Q.F.B. Alfredo Ibarra Sanchez.

4.2. Cultivo celular

Se utilizé la linea celular HEK AD-293 derivada de embrién de rifion humano adquirida de
Stratagene. Las lineas celulares generadas en este trabajo se cultivaron en medio DMEM
suplementado con 10% de SFB, adicionado con los antibidticos estreptomicina 100 pg/mL,
penicilina 100 U/mL y anfotericina 0.25 pg/mL. Se utilizd el antibiético G418 (300 pg/mL ) como
marcador de seleccién. El cultivo se mantuvo en incubacién a 37 °C, 95% de humedad y 5% de CO,.

4.3. Transfecciones celulares

Con el objetivo de estudiar la regulacion del recetor de S1P, se obtuvo la linea celular estable HEK
AD-293 S1P;-mCherry. La transfeccidn se realiz6 mediante el uso de polimeros catiénicos que
permeabilizan la membrana celular como la Lipofectamina® 2000 y Polietilenimina. Se adquirié el
plasmido pReceiver-M56 de GeneCopoeia™ que contiene la secuencia del receptor de S1P;
fusionado por la proteina fluorescente mCherry en el COOH terminal, esté pldsmido confiere
resistencia al antibiético G418, que se usé como marcador de seleccién.

Para realizar las transfecciones se sembraron células HEK AD-293 silvestres en cajas de 6 cm a
una confluencia del 70% en medio DMEM suplementado. Al dia siguiente se cambié el medio de
crecimiento y se agregé Opti-MEM®, después se prepard un stock A que contenia Lipofectamina®
2000 y Opti-MEM® y el stock B que contenia el plasmido de S1P;-mCherry (1 uM) y Opti-MEM®, se
transfirid el stock A al By se dejaron 15 minutos a temperatura ambiente, al terminar esté tiempo,
se agrego la mezcla de Ay B a los pozos y se dejaron en la incubadora por 4 horas. Posteriormente
se cambid el medio Opti-MEM® por DMEM suplementado. Después de 24 horas se seleccionaron
las células con medio DMEM suplementado adicionado con el antibidtico G418.

Con el fin de estudiar el trafico vesicular del receptor de S1P; se realizaron cotransfecciones
transitorias por el mismo protocolo descrito anteriormente, pero se utilizaron los plasmidos que
contienen Rab5-GFP (300 ng), Rab9-GFP (300 ng) y Rab7-GFP (300 ng), respectivamente, ademas
las células no se incubaron en presencia de G418.
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4.4. Cuantificacién de la concentracién de calcio libre intracelular ([Ca®'];)

Para cuantificar la [Ca2+]i la linea celular estable HEK AD-293 S1P,-mCherry fueron cultivadas en
cajas Petri de 10 cm de diametro, con una confluencia del 90% y ayunadas 2 horas antes del
experimento. Se cargaron las células con el fluoréforo Fura-2/AM (2.5 uM) en solucién Krebs-
Ringer-HEPES durante 1 hora en la incubadora. Después, se lavaron con buffer de fosfatos salino
(PBS, por sus siglas en inglés) para eliminar el exceso de albimina y Fura-2/AM, se agregd 1 mL de
tripsina/PBS (1:5) por 1 minuto a 37 °C, para desprender las células, posteriormente se
transfirieron a un tubo falcon de 15 mL, se centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto (rpm), se
realizaron 3 lavados y por ultimo el pellet celular se resuspendié en 6 mL de solucién Krebs-Ringer-
HEPES.

Se utilizé un espectrofluorémetro AMINCO-Bowman serie 2 (Rochester, NY, USA), que
detecta la fluorescencia de excitacion a una longitud de onda de 340 y 380 nandmetros (nm) y a
una de emisidon de 510 nm del Fura-2/AM. Las diferencias en la fluorescencia se cuantificaron
utilizando el software AB2 Iluminescence spectrometer, que calcula la relacién entre la
fluorescencia maxima y minima de acuerdo a la ecuacién de Grynkiewicz et al., 1985.

[Ca2*]; = Kﬂ[fﬁ' Rimin) “5

{R"rr

Donde kq representa la constante de afinidad del fluoréforo por el Ca®* (224 mM), R es la
lectura de florescencia en unidades arbitrarias, Rmax €5 la fluorescencia maxima obtenida al lisar las
células con Tritdn X-100 al 10%, R.., representa la fluorescencia minima obtenida utilizando el
quelante de Ca* EGTA 50 mM, S;, es el coeficiente de proporcionalidad del fluoréforo libre y Sy, el
coeficiente de proporcionalidad del fluoréforo unido al Ca**

4.5. Ensayos de fosforilacién

El protocolo se realizd de acuerdo a lo reportado previamente por el laboratorio (Vazquez-Prado
et al., 1996; Garcia-Sdinz et al, 2001). Con el propdsito de observar la fosforilaciéon del receptor
S1P;-mCherry con diferentes estimulos, se cultivaron las células en placas de 6 pozos a una
confluencia del 90%. Una hora antes del experimento las células se incubaron en medio de ayuno
sin fosfatos, al terminar esté tiempo se mantuvieron en 1 mL del mismo medio conteniendo
[32P]Pi 50 (uCi/mL) por 3 horas, después las células se estimularon como se indica, se realizaron 3
lavados con solucion PBS fria y se incubaron por una hora en hielo con 1 mL de solucién de lisis.

Se recolectaron los lisados celulares, se transfirieron a tubos de polipropileno y se
centrifugaron a 12 000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Los sobrenandantes se transfirieron a otros
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tubos de polipropileno que contenian 10 pL de anticuerpo policlonal (generado en el laboratorio)
que reconoce a la proteina mCherry y 20 uL de proteina A-agarosa. Para concluir los tubos se
incubaron en agitacidon por toda la noche.

Después de la inmunoprecipitacidn se realizaron 3 lavados con solucién de lavado a 3000
rpm por 5 minutos. Al terminar los lavados, las inmunoprecipitaciones se resuspendieron en SDS
10%/Urea 8M y con buffer de carga. Las muestras se colocaron a 96 °C por 15 minutos en el
termoblock, se centrifugan a 12000 rpm por 10 minutos y se realizaron electroforesis
desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%. Por ultimo los geles se secaron y se
colocaron en un casete de exposicion auto radiografico.

4.6. Microscopia confocal

Con el propdsito de estudiar el trafico vesicular del receptor de S1P, se obtuvieron las
transfecciones transitorias HEK AD-293 S1P;-mCherry/Rab5-GFP, HEK AD-293 S1P;-mCherry/Rab9-
GFP y HEK AD-293 S1P;-mCherry/Rab7-GFP. Las células se cultivaron en caja Petri con fondo de
vidrio por 24 horas, se ayunaron por 3 horas antes del experimento, se estimularon como se indica
y se fijaron con paraformadehido al 4% por 20 minutos. Se realizaron 7 lavados con PBS 1X, para
eliminar el exceso de paraformadehido.

Para observar si en la desensibilizacion homéloga y heterdéloga del receptor de S1P; estdn
involucradas las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7 se realizaron experimentos por Transferencia de
Energia de Resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en inglés). Las células fijas se observaron en
un microscopio confocal Fluoview FV10i de Olympus. Se capturaron imdagenes de al menos 25
células de 3 experimentos independientes con un objetivo 60X de inmersién de agua, apertura
focal de 1, sensibilidad en promedio de 40 e intensidad de Idser en 25%. La proteina EGFP se excitd
a 480 nm y la fluorescencia emitida se detectd a 515-540 nm vy la proteina mCherry se excitd a 580
nm y la fluorescencia emitida se detecté a 610 nm. Para observar el FRET, se apagd el laser
correspondiente a la mCherry, se apagé el “cross talk correction” y se adquirié una imagen.

4.7. Analisis de imagenes utilizando el software Image J

El software ImagelJ version 1.49v fue obtenido del sitio web del Instituto Nacional de Salud (Image),
Rasband,W.S., U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, http://imagej.nih.gov/ii/). Las
imagenes fueron procesadas de acuerdo a la guia de usuario del plug-in “FRET analyzer” del

software Imagel. Este plug-in trabaja con imagenes en 8-bit y permite el cdlculo de FRET INDEX por
el método de pixel por pixel. Se requiere conjuntos de imagenes a ser adquiridas de acuerdo con
el calculo de FRET por el método de fluorescencia de emisidn sensibilizada. Durante el andlisis con
este plugin, los controles se muestran al usuario con el fin de confirmar los resultados.
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4.8. Analisis estadistico y presentacion de resultados

Todos los datos se presentan como el promedio + el error estandar para un minimo de 3
experimentos independientes. Los datos fueron analizados con pruebas de ANOVA con correccién
de Bonferroni, que compara las medias entre los diferentes pares de columnas, pero utiliza la
ANOVA para calcular el error estdndar y recalcula el error a. Para todas las pruebas estadisticas un
valor p de < 0.05 se considerd estadisticamente significativo. En analisis estadistico se realizdé con
el software GraphPad Prim versidn 5.0 para Windows.
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Resultados y discusion
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5.1. Caracterizacion funcional del receptor de esfingosina-1-fosfato tipo 1 (S1P,)

Con la finalidad de caracterizar farmacoldgica y funcionalmente el receptor de S1P, expresado
establemente en células HEK AD 293 se realizéd un ensayo que mide la concentracidn intracelular
de Ca* in vivo. En células HEK Wt, 1 uM de S1P induce un incremento de calcio intracelular de 100
nM, mientras que en la linea celular que expresa establemente el receptor de S1P,-mCherry, 1uM
de S1P induce un incremento de calcio intracelular de 200 nM (figura 12 Ay B). El efecto de S1P en
la liberacidn de calcio fue dosis-dependiente, alcanzando su maxima liberaciéon con 10 uM de S1P
(figura 12 Cy D). De manera interesante en células Wt y la linea estable, 1uM de FTY720-P induce
un incremento de calcio intracelular de 100 nM (figura 12 C y D), este efecto se puede deber a la
expresién de los receptores enddgenos de las células Wt, ademds no se logré obtener una curva
dosis-respuesta saturante para FTY720-P en la linea estable (figura 12 C y D). La S1P es mas
potente respecto al FTY720-P en células Wt y la linea estable (figura 12 Cy D).
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Figura 12. Efecto de esfingosina-1-fosfato (S1P) y FTY720-P en la concentracion intracelular de calcio. A y B: incremento
de concentracién de calcio en células HEK WT y células HEK transfectadas con el receptor de S1P;-mCherry con la
concentracion de S1P y FTY720-P indicada. C y D:efecto de la concentracion de S1P y FTY720-P en la liberaciéon de calcio
es dosis-dependiente, mientras que el efecto de FTY720-P solo se observa en concentraciones altas del ligando. Los
promedios son graficados con lineas verticales representando el error estdndar de 4 a 7 determinaciones usando
diferentes preparaciones celulares. Se muestran trazos representativos.



La cuantificacién de calcio intracelular es una estrategia que refleja de manera directa la relacion
en el aumento del nimero de receptores en la membrana celular y su actividad acoplada a la
proteina G. Como se menciond anteriormente el receptor de S1P, esta acoplado a una proteina G;
(tabla 1), sin embargo, en nuestros experimentos podemos observar un aumento en la liberacion
de calcio intracelular sugiriendo que se activa la PLC B. La proteina G estd compuesta por la
subunidad a y el dimero B/Y, esté dimero puede activar a la PLC B que genera DAG e IP3, el IP3 se
une a canales en el reticulo endoplasmico y se libera calcio (Malbon, 2005).

5.2. Asociacidn del receptor de S1P, a proteinas Rab durante la desensibilizacion homdloga y
heterdloga

La internalizacién de los GPCRs puede ser ocasionada por agonistas o por otros estimulos. El
proceso comienza a tiempos cortos después de la activaciéon del receptor y contribuye a la
desensibilizacién del receptor, que representa un importante mecanismo de autorregulacién. El
receptor de S1P, al ser estimulado por el agonista S1P presenta una desensibilizacion homdloga y
se fosforila por GRK2 (Pueyo et al., 2008), esto facilita la unién de las B-arrestinas que reclutan el
complejo de clatrinas y AP-2 permitiendo que se fije el GPCR a las vesiculas cubiertas de clatrina
(Voet & Voet, 2006; Reeves et al., 2015). Posteriormente, los GPCR incluidos en estas vesiculas son
internalizados en la célula donde pueden sufrir procesos como degradacidon en los lisosomas o
mantenimiento en los endosomas para su posterior reciclamiento y recuperacion. Se han
identificado 60 proteinas Rab que regulan diferentes etapas del transporte intracelular en
endocitosis, trafico vesicular y exocitosis, esto se refleja en su distribucidon en la membrana de
diferentes organelos celulares (Jordens et al., 2005). Por ejemplo, en la ruta endocitica Rab5
controla el tréfico del receptor de la membrana plasmatica a los endosomas tempranos, mientras
que Rab4 y Rabll regulan el reciclaje rdpido y lento de endosomas tempranos a la membrana
plasmatica, respectivamente. Por otra parte Rab7 y Rab9 regulan el trafico hacia la degradacion
via proteosoma y de endosomas tardios a lisosomas, respectivamente (Castillo et al., 2015). Para
observar si las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7 estan involucradas en la desensibilizacién homdloga y
heterdloga del receptor de S1P; se realizaron experimentos por Transferencia de Energia de
Resonancia de Forster (FRET), usando células que coexpresan el receptor de S1P, etiquetado con
la proteina fluorescente mCherry y las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7, etiquetadas con la proteina
verde fluorescente (EGFP, por sus siglas en inglés).

En la linea celular estable HEK AD-293 S1P,-mCherry el lipido bioactivo S1P (1 uM), el
FTY720-P (1 uM) y el PMA (1 uM) induce la internalizacién del receptor a partir de los 2 minutos
de estimulacién y se mantiene hasta los 30 minutos de estimulo (figura 13 A). La internalizacién
fue evidente por una disminucién en la delineacién de la membrana plasmatica por fluorescencia
(figura 13 B) y un incremento en el nimero e intensidad de vesiculas fluorescentes intracelulares
(figura 13 C). Al comparar la internalizacion del receptor con los diferentes ligandos y el activador
de PKC, podemos observar que la S1P y el PMA aumentan el nimero de vesiculas de manera muy
similar a los 5 minutos y se mantiene hasta los 30 minutos, por otra parte, el FTY720-P aumenta el
numero de vesiculas de manera muy similar a la S1P y PMA durante los primeros 5 minutos, pero
existe un mayor nimero de vesiculas a los 30 minutos respecto a S1P y PMA a los al mismo tiempo.

27



Resulta interesante el aumento de vesiculas al activar el receptor de S1P, con FTY720-P, esto se
puede deber a que este ligando genera la poliubiquitinaciéon del receptor y no permite el
reciclamiento del GPCR.
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Figura 13. Receptor de S1P, y su internalizacién. A) Imagenes de microscopia confocal de células HEK AD que expresan de
manera estable el receptor de S1P,-mCherry en ausencia (basal) o presencia de S1P (1 uM), FTY720-P (1 uM) y PMA (1 uM) a los
5 y 30 minutos. B) Cuantificacion de la pérdida de fluorescencia de la membrana plasmatica y C) aumento de vesiculas
intracelulares en ausencia (basal) o presencia de S1P (1 uM), FTY720-P (1 uM) y PMA (1 uM) a los 5y 30 minutos. Barras de
escala: 10 um.
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La posibilidad de que el receptor de S1P, pueda interactuar de manera directa con
diferentes proteinas Rab fue ensayado usando FRET. En nuestros experimentos de FRET la
proteina EGFP trabaja como donadora y la proteina mCherry como aceptora. Las imagenes fueron
analizadas utilizando el software Imagel y el plug-in “FRET Analyzer” (Haas et al., 2006). Es
importante tener en cuenta que el fendmeno de FRET se produce a una distancia de 10 nm (100 A)
o menos (Sekar & Periasamy, 2003), sugiriendo una interaccion molecular directa.

En la figura 14, 15 y 16 podemos observar la fluorescencia de la proteina EGFP (primera
columna), mCherry (segunda columna), el canal de FRET (tercera columna) y el FRET INDEX (cuarta
columna), para el canal de FRET la proteina EGFP fue excitada y el laser que excita a la proteina
mCherry se apagd. En el basal, el receptor de S1P; se encuentra principalmente delineando la
membrana plasmadtica y las proteinas Rab se localizan en el citosol (primera columna). Al estimular
con S1P (1 uM), en diferentes tiempos se induce la internalizacion del receptor y no se observa
FRET bajo condiciones basales (cuarta columna). Las imagenes de FRET INDEX (cuarta columna),
sugieren que el receptor de S1P, interacciona con la proteina Rab5 a los 3 minutos y estd
interaccion disminuye después de 5 minutos (figura 14 Ay B). Para Rab9, podemos observar que la
interaccion con el receptor se da a los 5 minutos (figura 14 C y D), de manera interesante a los
minutos en que disminuye la interaccidn del receptor de S1P; con Rab5, sugiriendo un cambio en
la ruta de trafico vesicular a endosomas tardios y posiblemente degradacion por lisosomas (se
necesitan hacer experimentos para corroborar estd hipotesis). Para Rab7 no se presenta
interaccion en ninguno de los tiempos del estimulo (figura 14 E y F). Al estimular con FTY720-P (1
UM), las imagenes de FRET INDEX sugieren que el receptor de S1P, interacciona con la proteina
Rab5 a partir de los 2 minutos y estd interaccidon disminuye a los 3 minutos, pero se mantiene de
manera significativa hasta los 30 minutos (figura 15 A y B). Para Rab9, podemos observar que no
hay interaccion en ninguno de los tiempos del estimulo (figura 15 C y D). Se ha reportado que el
receptor de S1P; al ser estimulado con FTY720-P causa la ubiquitinacién y degradaciéon del
receptor via proteosoma (Oo et al., 2007), se ha propuesto que la proteina Rab7 interactia con
una subunidad del proteosoma y se realizaron experimentos de FRET con Rab7 para explorar esta
posibilidad. Al estimular con  FTY720-P (1 puM), las imagenes de FRET INDEX sugieren que el
receptor de S1P, interactia con Rab7 a partir de los 5 minutos y esta interaccion se enriquece
desde los 10 minutos hasta los 30 minutos (figura 15 E y F), esto respalda lo propuesto por Oo y
colaboradores (2007). Finalmente al estimular con PMA (1 uM), las imagenes de FRET INDEX,
sugieren que el receptor de S1P, interactla con la proteina Rab5 a partir de los 2 minutos y esta
interaccion se enriquece a los 3 minutos y se mantiene significativamente hasta los 30 minutos
(figura 16 A y B). Para Rab9, podemos observar que la interaccién con el receptor se da a los 3
minutos, disminuye a los 5 minutos, pero se mantiene de manera significativa hasta los 30
minutos (figura 16 C y D). Para Rab7 no se presenta interaccién en ninguno de los tiempos del
estimulo (figura 16 E y F).

Estos resultados sugieren que el receptor de S1P; presenta una dindmica de trafico
vesicular diferente dependiendo del agonista (figura 17). Al estimular con S1P y PMA
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(desensibilizacion homologa y heterdloga, respectivamente), el receptor se asocia a Rab5 y Rab9,
pero no a Rab7 mientras que con FTY720-P, el receptor se asocia con Rab5 y Rab7, pero no a Rab9.

Rab5 es una proteina importante para la endocitosis a través de vesiculas cubiertas de
clatrina y su posterior fusion de vesiculas con endosomas tempranos. La presencia de Rab5 en
endosomas tempranos es esencial para la fusion homotipica, ademas Rab5 también se asocia con
la membrana plasmatica. Los endosomas tempranos contienen otros efectores y proteinas
reguladoras, como el antigeno de endosoma temprano (EEA1, por sus siglas en inglés), rabaptina 5,
rabenosina-5-PtdIns(3)P, etc, los cuales son importantes en la fusién de endosomas (Somsel y
Wandinger, 2000). Los receptores en los endosomas tempranos pueden tener varios destinos
celulares por diferentes vias de trafico vesicular. Una via directa de reciclaje rdpido para
receptores a la membrana plasmatica depende de Rab4 y se debe considerar que Rab5 y Rab4
pueden encontrarse al mismo tiempo en el endosoma, pero distribuidos de una manera especifica.
La presencia de una proteina Rab no excluye la presencia de otra(s) proteinas Rab(s) en el
endosoma, a este fendmeno se le conoce como microdominios de las proteinas Rab (Pfeffer,
2013). Rab5 y Rab4 controlan la entrada y salida de los endosomas tempranos, debido a que estas
dos proteinas exhiben uniéon al mismo efector (Gaborik y Hunyady, 2004; McCaffrey, et al., 2001).
Para las proteinas destinadas a degradacién se entregan a endosomas tardios posteriormente a
lisosomas. El limite entre los endosomas tardios y los lisosomas es dificil de determinar debido a
gue ambos compartimentos contienen enzimas lisosomales, su pH es acido (aproximadamente de
5.5) y sus membranas se componen de los mismos lipidos y proteinas. El transporte del receptor a
endosomas tardios esta fuertemente inhibido por la expresién de una dominante negativa Rab7,
lo que indica que Rab7 es esencial para el transporte a endosomas tardios (Rosenfeld et al., 2001).

Es muy interesante que el receptor de S1P; siga la misma ruta de trafico vesicular al
estimular con S1P y PMA (desensibilizacién homologa vs heterdloga) debido a que difiere en el
tréfico vesicular con el receptor a;g-adrenérgico. Estudios previos en nuestro laboratorio sugieren
que los receptores ag-adrenérgicos al ser estimulados con noradrenalina interacciona con
proteinas presentes en los endosomas tempranos, como el antigeno de endosomas tempranos
(EEA1), Rab5, Rab4 y Rab11, pero no con proteinas de endosomas tardios, como Rab9 y Rab7. Por
otra parte, la estimulacion por S1P induce una interaccion rapida y transitoria del receptor a;z-
adrenérgico con Rab5 y una interaccion mads pronunciada y sostenida con Rab9. Ademas, la
actividad de GTPasa de las proteinas Rab parece ser necesario porque no se observé FRET cuando
se emplearon las mutantes dominantes negativas de las proteinas Rab. Estos datos indican que los
receptores ajg-adrenérgicos presentan un trafico vesicular diferente dependiendo del tipo de
desensibilizaciéon (homadlogo vs. heterdlogo) (Castillo-Badillo et al., 2015).

Se ha reportado la dinamica del trafico vesicular de diversos receptores y sugieren que es
muy diversa, por ejemplo el receptor B2-adrenérgico se internaliza y se recicla muy rapido
(Shumay et al., 2004), mientras que el receptor de angiotensina Il tipo 1A (AT;4R) se internaliza y
se recicla mas lento (Dale, 2004). Se conoce que Rab1ly Rab8 regulan la exportacidn de receptores
a la membrana, Rab8 regula la exportaciéon del receptor [B,-adrenérgico y el receptor oys-
adrenérgico, mientras que la inactividad de Rab1l solo afecta la exportacidon del receptor og-
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adrenérgico debido a las diferencias en los sitios de unién en los extremos carboxilo de los
receptores (Dong, et al., 2010). El trafico vesicular de los receptores de somatostatina 3 (SSTR3)
estd regulado en los endosomas por Rab4, Rab21 y Rabll, pero no hay interaccion con Rab5 y
Rab7. El receptor SSTR3 se recicla rdpidamente a través de Rab4, pero se mueve mads lentamente a
través de Rab21 y Rab11 (Tower-Gilchrist, et al., 2011).

Se ha descrito el trafico vesicular de algunos receptores y la asociacién a diferentes
proteinas Rab. En nuestro laboratorio proponemos que la unién de las diferentes proteinas Rab al
receptor depende de su estado conformacional, cuando el receptor de S1P; se desensibiliza de
manera homdéloga y heterdloga el receptor adquiere un estado conformacional especifico,
mientras que cuando se activa el receptor por FTY720-P el receptor adquiere un estado
conformacional distinto, esto le permite interaccionar con diferentes proteinas Rab que favorece
las diferencias en el trafico vesicular anteriormente mencionadas (figura 14, 15, 16 y 17).
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Figura 14. Asociacion del receptor de S1P, y las proteinas Rab5 y Rab9. Imagenes de células coexpresando el
receptor S1P,-mCherry y Rab5, Rab9 y Rab7 etiquetadas con la proteina EGFP. En el basal el receptor de S1P; se
encuentra principalmente delineando la membrana plasmatica, las proteinas Rab se localiza en el citosol. A, Cy E. Las
células fueron incubadas a diferentes tiempos en ausencia (Basal) o presencia de S1P (1 puM). Las células fueron
fijadas y observadas en microscopia confocal. Las imagenes son presentadas como: Fluorescencia de EGFP (EGFP fue
excitada y su fluorescencia fue adquirida; primer columna), fluorescencia de mCherry (mCherry fue excitada y su
fluorescencia fue adquirida; segunda columa), Canal FRET (EGFP fue excitada y el ldser que excita a la proteina
mCherry se mantuvo apagado y la fluorescencia de mCherry fue adquirida; tercer columna) y FRET INDEX (imdagenes
procesadas con el plug-in "FRET Analyzer"; cuarta columna). B, D y F. Se presenta un analisis cuantitativo de FRET
INDEX.

33



<<

mCherry Canal FRET FRETINDEX

EGFP

*kk

leseg

d-0Z2ZA14

d-0ZIALd d-0ZZALA

- iy,
o " ¢ :

(leseq %) X3ANI 1344

mCherry Canal FRET FRETINDEX

EGFP

J .ZN;E ,:_Ntﬁ”_ n_-cmtE ,:_NEE

34



EGFP

mCherry Canal FRET FRETINDEX

Rab 7
ﬁ ;
wn
o
@
800+
o & 7004
py & 600
N i R 500+
& >
= % 400-
2 3004
200
o [
S . & 100 I—_"—l
= oL |
> L)
- 4
18
iy é‘é 5‘\ 5“
[]
(=]
Q.
[
£ . .
'—
(T8

Figura 15. Asociacion del receptor de S1P; y las proteinas Rab5 y Rab7. Imagenes de células coexpresando el
receptor S1P;-mCherry y Rab5, Rab9 y Rab7 etiquetadas con la proteina EGFP. En el basal el receptor de S1P, se
encuentra principalmente delineando la membrana plasmatica, las proteina Rab se localizan en el citosol. A, Cy E. Las
células fueron incubadas a diferentes tiempos en ausencia (Basal) o presencia de FTY720-P (1 uM). Las células fueron
fijadas y observadas en microscopia confocal. Las imagenes son presentadas como: Fluorescencia de EGFP (EGFP fue
excitada y su fluorescencia fue adquirida; primer columna), fluorescencia de mCherry mCherry (mCherry fue excitada
y su fluorescencia fue adquirida; segunda columa), Canal FRET (EGFP fue excitada y el laser que excita a la proteina
mCherry se mantuvo apagado y la fluorescencia de mCherry fue adquirida; tercer columna) y FRET INDEX (imagenes
procesadas con el plug-in "FRET Analyzer"; cuarta columna). B, D y F. Se presenta un andlisis cuantitativo de FRET
INDEX.
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Figura 16. Asociacion del receptor de S1P, y las proteinas Rab5 y Rab9. Imagenes de células coexpresando el
receptor S1P;-mCherry y Rab5, Rab9 y Rab7 etiquetadas con la proteina EGFP. En el basal el receptor de S1P; se
encuentra principalmente delineando la membrana plasmatica y las proteinas Rab se localizan en el citosol. A, Cy E.
Las células fueron incubadas a diferentes tiempos en ausencia (Basal) o presencia de PMA (1 uM). Las células fueron
fijadas y observadas en microscopia confocal. Las imagenes son presentadas como: Fluorescencia de EGFP (EGFP fue
excitada y su fluorescencia fue adquirida; primer columna), fluorescencia de mCherry mCherry (mCherry fue excitada
y su fluorescencia fue adquirida; segunda columa), Canal FRET (EGFP fue excitada y el laser que excita a la proteina
mCherry se mantuvo apagado y la fluorescencia de mCherry fue adquirida; tercer columna) y FRET INDEX (imagenes
procesadas con el plug-in "FRET a Analyzer"; cuarta columna). B, D y F. Se presenta un analisis cuantitativo de FRET
INDEX.

37



A FRET INDEX S1P,-mCherry y Rab5-EGFP FRET INDEX §1P;-mCherry y Rab9-EGFP

(v o)

800 - -e- S1P 1uM
T 700 ¢ S1P 1M 8 = FTY720-P 1M
& 600 - Emfo'awm @ -+ PMA 1uM

-]
£ 500 al H £
- =
E 400 u
2 300 Z
= -
"E'z_‘ 200 m
& 100 r

0+ r r r T r r
0 5 1 15 20 26 30
Tiempo (minutes) Tiempo (minutos)

C FRET INDEX S$1P,-mCherry y Rab7-EGFP

-#- S1P 1pM
-& FTY720-P 14M
-+ PMA 1uM

Time (minutes)

Figura 17. FRET INDEX del receptor de S1P, con las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7. Asociacion del receptor de S1P; con
las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7 por la activacidn de S1P (1 uM), FTY720-P (1 uM) y PMA (1 uM). En A) los 2 ligandos y
el PMA permiten la asociacion del receptor con Rab5. En B) solo S1P y PMA permite la asociacidn del receptor con
Rab9y C), solo FTY720-P permite la asociacidn del receptor con Rab7.

5.3. Efecto de esfingosina-1-fosfato (S1P), el forbol miristoil acetato (PMA) y FTY720-P en la
fosforilacion del receptor S1P,

La internalizacién de los GPCRs puede ser ocasionada por agonistas o por otros estimulos. El
proceso comienza a tiempos cortos después de la activacion del receptor y contribuye a la
desensibilizacién del receptor, que representa un importante mecanismo de autorregulacion. El
receptor de S1P; al ser estimulado por el agonista S1P presenta una desensibilizacion homéloga y
se fosforila por GRK2 (Pueyo et al., 2008), al utilizar el PMA (andlogo del DAG) existe una
desensibilizacién heterdloga y el receptor se fosforila por PKC (Watterson et al., 2002). Por
ensayos de fosforilacidn se observd que al estimular las células que expresan el receptor de S1P;-
mCherry con S1P (1 pM) por 15 minutos aumenta la fosforilacion respecto a las células no
estimuladas (basal) (figura 18) y con PMA (1 uM) por 15 minutos también aumenta la fosforilacién
respecto al basal (1 uM) (figura 18 A). Estos resultados confirman lo observado anteriormente por
Watterson y colaboradores (2002), quienes establecen que la activacion de PKC por PMA induce la
fosforilacién y desensibilizacion del receptor de S1P;. Este efecto de desensibilizacion se observo
en ensayos que mide la concentracién intracelular de Ca®* in vivo. Al preincubar las células con
PMA (1 puM) por 10 minutos y al estimular las células se bloqued de manera significativa la
liberacién de Ca®" intracelular, respecto al control (figura 18 B). Estudios previos en nuestro
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laboratorio sugieren que las isoformas clasicas de PKC a y B son las que regulan la fosforilacion del
receptor. Por experimentos de inhibicion farmacolégica para las isoformas de PKC a y B sugieren
qgue el receptor de S1P, no se desensibiliza en presencia de PMA, ademas por ensayos de
coinmunoprecipitaciéon durante un curso temporal de PMA las isoformas a y B se encuentran
asociadas independientemente del estimulo (basal). A pesar de esta asociacion basal, las
isoformas a y B comienzan a reclutarse a tiempos cortos y tiempos largos, respectivamente. Por
ultimo la fosforilacién del receptor S1P; en mutantes negativas y utilizando shRNA de PKC a y
marcadamente disminuyen la fosforilacién del receptor de S1P; (Morquecho-Ledn et al., 2013).
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Figura 18. Efecto de esfingosin-1-fosfato (S1P) y el forbol miristoil acetato (PMA) en la fosforilacion del receptor S1P,. A. Las
células fueron incubadas por 15 minutos con S1P y PMA a las concentraciones indicadas. B. Desensibilizacidon del receptor de
S1P, por PMA. Promedios son graficados, las lineas verticales el error estandar de 5 a 6 determinaciones usando diferentes
preparaciones celulares.

También se determind el estado de fosforilacién del receptor al estimular con S1P (1 uM)
y FTY720-P (10 uM) en un curso temporal. La fosforilacién maxima se da a los 15 minutos y a los
30 minutos se nota una disminucion, pero no llega a la fosforilacion basal (figura 18 A y B). Algo
muy interesante es que el antagonista FTY720-P fosforila mas el receptor de S1P,, respecto a S1P
(figura 19 Ay B). En la actualidad se ha propuesto que la fosforilacidn (desensibilizacion) de GPCRs
es regulado como un cédigo de barras en donde la proteina cinasa fosforila con una cinética
diferente en la tercera asa intracelular y el COOH terminal de acuerdo al ligando. Como se
comentd anteriormente el receptor de S1P, se fosforila en los residuos Serss;, Serss, y Sersss en
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presencia de FTY720P (figura 9) (Oo et al., 2011) y la Tyrys, T371, S37a ¥ S375 son fosforilados en
presencia de S1P (Arnon et al., 2011; Chavez et al., 2015). Estas diferencias en la fosforilacidon de
aminodcidos afectan a las proteinas Rab que se asocian durante el trafico vesicular. Los
experimentos de FRET sugieren que al estimular con S1P (1 pM) y PMA (1 uM) el receptor se
fosforila, la internalizacién es mediada por Rab5 y el trafico a endosomas tardios es por Rab9 y no
por Rab7. En presencia de FTY720-P (1 uM), el receptor se fosforila, la internalizacion es mediada
por Rab5 y el trafico a endosomas tardios es regulada por Rab7 y no por Rab9.
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Figura 19. Efecto de esfingosina-1-fosfato (S1P) y FTY720-P) en la fosforilacion del receptor S1P,. Curso temporal de la
fosforilacién del receptor de S1P1 bajo la accién de (A) S1P (1uM) y (B) FTY720-P (10uM). Se grafican los promedios, las lineas
verticales representan el error estandar de 5 a 6 determinaciones usando diferentes preparaciones celulares.
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Conclusiones y perspectivas
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Conclusiones

El receptor de S1P, es fosforilado en respuesta a la S1P, el FTY720-P y por PMA, estd fosforilacion
es llevada a cabo por GRK2 al estimular con S1P y FTY720-P y por PKC al utilizar PMA. Los residuos
de aminodcidos fosforilados permiten la asociacién de diferentes proteinas que permiten la
desensibilizacién e internalizacién del receptor. Cuando el receptor es activado por S1P y PMA
(desensibilizacion homdloga y heterdloga, respectivamente) el receptor se asocia a Rab5 en los
endosomas tempranos y a Rab9 en los endosomas tardios, pero no se asocia a Rab7. Al activar con
FTY720-P el receptor se asocia a Rab5 en los endosomas tempranos y a Rab7 en los endosomas
tardios, pero no se asocia a Rab9, esto refleja la existencia de diferencias en el trafico vesicular del
receptor de S1P, que es mediado por el agonista que active el receptor. Con base en los
resultados obtenidos en el proyecto se proponen 2 modelos de tréfico vesicular (figura 20y 21).

Perspectivas

- Realizar coinmunoprecipitacién del receptor de S1P; con Rab5, Rab9 y Rab7 al activar el
receptor con S1P, FTY720-P y PMA, para corroborar la interaccion de las proteinas Rab con
el receptor.

- Realizar estudios de FRET con las dominantes negativas de las proteinas Rab5, Rab9 y
Rab7 al activar el receptor con S1P, FTY720-P y PMA, para corroborar el papel de estas
proteinas Rab en la desensibilizacién del receptor.

- Realizar estudios de FRET del receptor de S1P, con las proteinas Rab11 y Rab4 al activar el
receptor con S1P, FTY720-P y PMA, que estan involucradas en el reciclaje a la membrana
plasmatica.

- Realizar experimentos con diferentes inhibidores de citoesqueleto para observar su papel
en el trafico vesicular de receptor para S1P;.
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Figura 20. Modelo de trafico vesicular del receptor de S1P, durante la desensibilizacion homdéloga y heterdloga. En la
desensibilizacién homadloga y heterdloga el receptor de S1P; se internaliza por efecto de su agonista, se asocia con Rab5 en los
endosomas tempranos y con Rab9 en los endosomas tardios.
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Figura 21. Modelo de trafico vesicular del receptor de S1P, por FTY720-P. Al activar el receptor de S1P; con FTY720-P se
internaliza por efecto de su agonista, se asocia con Rab5 en los endosomas tempranos y con Rab7 en los endosomas tardios.
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Soluciones utilizadas

Solucién Krebs-Ringer-HEPES
NaCl 120 mM

KH,P0O, 1.2 mM

MgS04 1.2 mM

KCl 4.75 mM

Dextrosa 10mM

Hepes 20 mM

CaCl; 1.27 mM

BSA 0.05 %

AjustarpHa 7.4
Buffer de Fosfatos Salino (PBS)

NaCl
Na, HPO,
Na, H2PO,

AjustarpHa 7.4

Buffer de lisis

Tris-HCI 50 mM

NaCl 150 mM

SDSD 0.1%

Triton 1%

NaF 50 mM

NasVO, 100 uM
B-glicerofosfato 10 mM
NazP,0; 10 mM
p-Serina 1mM
p-Tirosina 1 mM
p-Treonina 1 mM

EDTA 5 mM

Leupectina 20 pg/mL
PMSF 100 pg/mL
Inhibidor de tripsina 50 pg/mL
AjustarelpHa 7.5



Solucion de lavado

Hepes 50 nM
NaCl 100 nM
NaHPO, 50 nM
NaF 10 nM

Tritén 1%

SDS 0.05 %
AjustarelpHa 7.4

Buffer de carga

SDS 10%

Tris 1 M pH 6.8

Glicerol a una concentracion final del 10%

B- mercaptoenol a una concentracidn final del 10%
Bromofenol a una concentracién final de 0.01 %
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