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Resumen

El receptor S1P; es un miembro de la familia de Receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), los
GPCRs se caracterizan por poseer siete dominios transmembranales y regulan muchas acciones de
diferentes ligandos. En particular el receptor S1P; regula los efectos de la esfingosina-1-fosfato, este
esfingolipido bioactivo actua a nivel de células, tejidos y organismos individuales, dado que modula
la proliferacion, 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. El receptor S1P; se expresa en las superficies de los linfocitos y es importante para regular
la salida de dichas células de los ganglios linfaticos. La esclerosis multiple es una enfermedad crénica
autoinmune y neurodegenerativa del sistema nervioso central asociada con progresion irreversible
y discapacidad. El Fingolimod (FTY720-P) inicialmente activa los receptores S1P; de linfocitos y
posteriormente induce la desensibilizacién de los S1P;, asi el Fingolimod a largo plazo impide la
salida de los linfocitos de los tejidos linfoides, reduciendo de este modo la infiltracién de linfocitos
en el sistema nervioso central y la reactividad de los astrocitos.

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
trafico vesiculary la fusion endosomal. En la via endocitica, Rab 5 controla el trafico de la membrana
plasmatica a los endosomas tempranos. Ademads, Rab 7 y Rab 9 regulan el trafico de endosomas
tardios a lisosomas y el reciclaje al trans-Golgi, respectivamente.

Se sabe que la esfingosina-1-fosfato, el forbol miristato acetato y el agonista sintético,
FTY720-P, inducen la fosforilacion del receptor S1P;. Sin embargo, los estudios centrados en el
tréfico vesicular del receptor activado por estos agentes, son muy escasos. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue caracterizar la cinética de la fosforilacidn y el trafico vesicular de los receptores
S1P;. Hemos encontrado que la esfingosina-1-fosfato es mas potente que el FTY720-P al medir la
elevacion de la concentracion de calcio intracelular. Ademas, encontramos una cinética de
fosforilacién diferencial del receptor por la activaciéon debida a la esfingosina-1-fosfato en
comparacion con la que induce el FTY720-P. También, se observé que cuando el receptor S1P; se
activa con esfingosina-1-fosfato y al utilizar forbol miristato acetato, el receptor interacciona 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
interacciona con Rab5 y con marcadores de endosomas tardios, tales como Rab 7, pero no con Rab9.
El receptor S1P; presenta diferencias farmacoldgicas, en su cinética de fosforilacion y trafico
vesicular durante su desensibilizaciéon por S1P, FTY720-P y PMA.

VI



ABSTRACT

The S1P; receptor is a member of the family of G protein-coupled Receptors (GPCRs), GPCRs are
characterized by having seven transmembrane domains and regulate many actions of different
ligands. In particular, the S1P; receptor regulates the effects of sphingosine-1-phosphate, 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. The S1P; receptor is expressed on the lymphocyte's surface and is essential in
regulating egression from lymph nodes. Multiple sclerosis is a chronic autoimmune and
neurodegenerative disease of the central nervous system associated with irreversible progression
and disability. Fingolimod (FTY720-P) initially activates the Iymphocyte's S1P: receptors.
Subsequently, it induces S1P; down-regulation that prevents lymphocyte egress from lymphoid
tissues, reducing autoaggressive lymphocyte infiltration into the central nervous system and
diminishing astrocyte activation.

Internalization of G protein-coupled receptors can be triggered by agonists and 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. In
contrast, Rab 7 and Rab 9 regulate the traffic from late endosomes to lysosomes and recycling
through the trans-Golgi network, respectively.

It is known that sphingosine 1-phosphate, phorbol myristate acetate, and the synthetic
agonist, FTY720-P, induce phosphorylation of the S1P;receptor. Nevertheless, there are few studies
focused on the S1P; receptor vesicular traffic elicited by these agents. Therefore, this work's
objective was to characterize the kinetics of phosphorylation and vesicular traffic of S1P; receptors.
We found that S1P is more potent and effective than FTY720-P in elevating intracellular calcium
concentration. Additionally, we found a differential receptor phosphorylation kinetics upon
activation with sphingosine 1-phosphate as compared to FTY720-P. Furthermore, it was observed
that, when the S1P; receptor was stimulated with sphingosine 1-phosphate or phorbol myristate
acetate, the receptor interacted with proteins present in early endosomes, such as Rab5, and with
late endosome markers, such as Rab 9, but not with Rab7. Upon activation with FTY720-P, the
receptor interacted with Rab5 and with late endosome markers, such as Rab 7, but not with Rab9.
The S1P; receptor shows pharmacological differences in its phosphorylation kinetics and vesicular
trafficking during its desensitization by S1P, FTY720-P and PMA.



Introduccion

1.1.Receptores acoplados a proteinas G (GPCRs)

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) se consideran la familia mas grande de proteinas
membranales y comprenden aproximadamente el 3-5% de los genes que codifican para proteinas
en diferentes genomas secuenciados (Fredriksson, et al., 2005). Esta familia se caracterizan por
tener 7 dominios transmembranales en forma de hélices a; 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 1)
(Bahouth et al., 1991).

NH,

COOH

Figura 1. Estructura general de un GPCR. En azul oscuro se muestran los 7 dominios transmembranales en forma de hélice
a. El amino terminal (NHy) se encuentra en el lado extracelular y generalmente esta glucosilado y el carboxilo terminal
(COOH) se ubica en el lado intracelular (Imagen modificada de Morris & Malbon, 1999).

La conformacién activa del receptor permite la transduccidn de sefales por la unién de
proteinas G heterotriméricas que se caracterizan por un estado basal, en donde el dimero B/Y estd
asociado a la subunidad a unida a un GDP (estado inactivo). Al interaccionar la proteina G
heterotrimérica y el receptor se favorece el intercambio de GDP por GTP en la subunidad a,
permitiendo la disociacidn del dimero B/Y. La subunidad a presenta un dominio de GTPasa que le
permite hidrolizar al GTP, causando su propia inactivacion y su reasociacion con el dimero B/Y,
reconstituyendo la proteina G inactiva (Kleuss et al., 1994). La funcién de la subunidad a y del
dimero B/y es estimular o reprimir la actividad de proteinas efectoras que modulan enzimas y
canales idnicos generando segundos mensajeros (AMP ciclico, Ca?*, diacil glicerol (DAG), inositol 1,
4, 5 trifosfato (IPs), entre otros) obteniendo una respuesta celular (Wettschureck & Offermanns,
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2005). De manera general, las proteinas G se clasifican de acuerdo con su subunidad a, que esta
definida por su similitud en secuencia de aminoacidos y su funcién (Neer, 1994). Existen cuatro
clases de proteinas G, denominadas como:s, g, 12/13 e (figura 2). La Clase Gas incluye a Gasy Goolf
con un 88% de identidad (Morris & Malbon, 1999). Esta clase de proteinas G se caracteriza por
conducir a la activacion de la Adenilil Ciclasa (AC) que genera monofosfato de adenosina ciclica
(AMPc), a partir de adenosin trifosfato (ATP). La funcion del AMPc es actuar como segundo
mensajero que regula la actividad de la cinasa A de proteinas (PKA). (Nelson y Cox, 2008; Neer, 1994).
La clase Gayg, incluye a Gag, Gaii, Gaa, Gass y Gase. Esta clase de proteinas G se caracteriza por
activar a la fosfolipasa C (PLC), que cataliza la formacién de dos segundos mensajeros: el diacil
glicerol (DAG) y el inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3). El IP; difunde de la membrana plasmatica al reticulo
endopldsmico y se une a receptores especificos causando la liberacién de Ca?* al citosol. El Ca*' y el
DAG activan a la cinasa C de proteinas (PKC) (Nelson y Cox, 2008). La clase Gai / Gais estan
involucradas en la remodelacién del citoesqueleto de actina, por la activacién de GTPasas como Rho
y Racl (Malbon, 2005). La clase Ga,, incluye a Gai.1, Gai,, Gais ¥ Ga,. Esta clase de proteinas G se
caracteriza por inhibir a la AC (Sunahara et al., 1996) y activar a la PLC y PI13K a través del dimero B/Y
(Dongeun et al., 1993). La importancia en la funcién de los miembros de esta clase de proteinas G
han sido estudiadas usando a la toxina pertussis de la Bordetella pertussis, debido a que un residuo
de cisteina es ADP-ribosilado en el COOH terminal por dicha toxina siendo parte del proceso que
provoca la tosferina (Garcia-Sainz, 1981; Hazeki & Ui, 1981)

1.2.Regulacion de GPCRs

La actividad o inactividad de un GPCR es el resultado de los mecanismos que regulan los procesos
de sefalizacidn, desensibilizacidon y resensibilizacién. La desensibilizaciéon es la atenuacién o la
pérdida de la capacidad de activacion de los receptores y la resensibilizacién, la recuperacion
(Hausdorff et al., 1990). Los conceptos mas aceptados sefalan que la desensibilizacion homéloga
es el proceso que se debe por la fosforilacion de la proteina receptora provocada por la activacion
del propio receptor. Esta fosforilacion es por la activacidn de cinasas especificas cuyo Unico sustrato
es el GPCR activado por sus agonistas y se conocen como cinasas de receptores acoplados a
proteinas G (GRKs) (figura 3A). La desensibilizaciéon heteréloga es el proceso que se debe a la
fosforilacién del receptor provocada por la activacidn de otros receptores (Kelli et al., 2008) (Lohse
et al., 1990). Las cinasas involucradas en este proceso son aquellas activadas por segundos
mensajeros (por ejemplo, PKA y PKC), la fosforilacidn altera la conformacién del receptor y su
interaccion con la proteina G, al asociarse a las B-arrestinas (figura 3b) (Benovic et al., 1985). En
ambos procesos de desensibilizacion las cinasas fosforilan aminodcidos de serina o treonina
localizados en la tercera asa intracelular o en el COOH terminal.
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Figura 2. Sefializacion por proteinas G. El principal efector de la sefializacién de Ggs es la Adenilato Ciclasa (AC). El
principal efector de la sefializacién de Gqq €s la activacion de la fosfolipasa C (PLC), generando diacilglicerol (DAG) e
IP; para activar a la PKC y la liberacion de Ca?* del reticulo endopldsmico, respectivamente. Las proteinas Gqi2/13
activan a Rho y Racl. La proteina Gg inhibe a la AC a través de la subunidad a (Imagen tomada de Wettschureck &
Offermanns, 2005).

La activacion del GPCR por el ligando favorece la fosforilaciéon por parte de la GRK y otras
cinasas como PKA y PKC, esto facilita la unién de las B-arrestinas que impiden la asociacién con las
proteinas G y reclutan el complejo de clatrinas y AP-2, permitiendo que se asocie el GPCR a las
vesiculas cubiertas de clatrina. Los GPCR que se encuentran en estas vesiculas son inicialmente
internalizados en la célula, en donde pueden degradarse en los lisosomas y/o el proteosoma
(regulacidn a la baja), o bien, procesarse por desfosforilacién, ademas se presenta el metabolismo
del ligando para permitir el posterior reciclamiento del GPCR a la membrana plasmatica y asi
recuperar su funcién (resensibilizacion) (Voet & Voet, 2006).
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Figura 3. Procesos de desensibilizacion homéloga y heterdloga. (A) En la desensibilizacion homdloga, el receptor es
activado por el agonista y es fosforilado por la GRK. La arrestina se une a los sitios fosforilados provocando la
desensibilizacién del receptor. (B) En la desensibilizacion heterdloga, PKA y PKC son activadas por segundos mensajeros,
para fosforilar al receptor, inhibiendo su unién con la proteina G. (Imagen tomada y modificada de Kelli et al., 2008).

1.3.Las GTPasas Rab

Las proteinas Rab son un subgrupo de la familia de las GTPasas Ras y estan involucradas en multiples
etapas del trafico vesicular de diversas proteinas de membrana. Las proteinas Rab tienen actividad
de GTPasa y estan reguladas por factores de intercambio de nucledtidos de guanina (GEF’s) que
favorecen el intercambio del GDP por GTP, por las proteinas activadoras de GTPasas (GAPs) que
permiten la hidrdlisis de GTP a GDP, e inhibidores de la disociacidon del GDP (GDIs). La modificacion
postraduccional de la adicidon de dos grupos geranilo en el extremo COOH terminal les permite
asociarse 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 4) (Jordens et al., 2005). De las 60 proteinas
Rab se ha reportado que las proteinas Rab5 son fundamentales en el direccionamiento de los GPCRs
en el trafico vesicular dirigido a endosomas tempranos para su reciclamiento rapido hacia la
membrana plasmatica, ademads son consideradas un regulador esencial debido a que controlan la
formacién de vesiculas cubiertas de clatrina (Zhu et al., 2004) (figura 4). La proteina Rab9 dirige a
las vesiculas a endosomas tardios, reciclaje lento y el transporte hacia el aparato de Golgi (figura 4)
(Kloer et al., 2010). Rab7 también se encuentra en endosomas tardios y dirige la carga de estos a la



degradacion por lisosomas (Schwasrtz, et al., 2007; Dong et al., 2004). Los endosomas tempranos
contienen otros efectores y proteinas reguladoras, como el antigeno de endosoma temprano (EEA1),
rabaptina 5, rabenosina-5-PtdIns(3)P, entre otros, los cuales son importantes en la fusion 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 rapido
para receptores a la membrana pldsmatica 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). Para las
proteinas destinadas a degradacidon se encuentran en 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 expresidon de una dominante negativa Rab7, lo
que indica que Rab7 es esencial para el transporte a endosomas tardios (Rosenfeld et al., 2001).
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Figura 4. Mapa de localizacion intracelular de diferentes GTPasas Rab. Las flechas indican la direccién del transporte
entre los compartimientos celulares. Rab5 controla la formacion de las vesiculas cubiertas de clatrina (VC), la endocitosis
de VC, fusion de VC con endosomas tempranos (ET). Rab9 y Rab7 se encuentran en endosomas tardios (Imagen
modificada de Stendmark, 2009).



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

El lipido esfingosina-1-fosfato (S1P) se genera a partir de la esfingosina por la accion de las cinasas
1y 2 de esfingosina (Sphk1y Sphk2) (Schuchardt et al., 2011). La mayor fuente de S1P en el sistema
vascular se encuentra en células como los eritrocitos, plaquetas y leucocitos (Pappu et al., 2007).
La concentracidn de S1P en sangre es alrededor de 0.5 uM (Mutara et al., 2000; Okajima, 2002).

Los receptores para la S1P pertenecen a la familia de GPCRs; hasta el momento se han
identificado cinco subtipos de receptores y se han denominado; S1P1, S1P,, S1P5,S1P,y S1Ps(Lee
et al., 1998; Van Brocklyn et al, 1999). Los receptores S1P;.s activan diferentes vias de sefializacion
dependiendo del subtipo de proteina G acoplada. El receptor S1P; esta acoplado principalmente
a G;y activa vias de sefializacidn involucradas en la proliferacién 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 estdn implicados en muchos procesos
fisioldgicos y fisiopatoldgicos, incluyendo el cancer, la funcidn del sistema nervioso y la esclerosis
multiple (Gardell et al., 2006; Brinkmann, 2007). La caracterizacién de los ratones knock out (- / -)
para estos receptores ha proporcionado una vision muy amplia del papel de los receptores de S1P
(ver la Tabla 1) (Liu et al., 2000; MacLennan et al., 2001; Kono et al., 2007; Ishii et al., 2001, Kono
et al., 2004).

Tabla I. Expresidon de los receptores de S1P y vias de sefializacién.

Receptor Expresion en Fenotipo de ratdén Proteina G Vias de Referencias
tejidos knock out acoplada sefializacion
S1P1 Cerebro, Letal, el receptor es muy G; (-): AC, Takuwa et al.,
pulmén, bazo, importante para procesos (+): ERK, 2008.
corazoén y rifion. como angiogénesis, PI3K/Akt, eNOS,
neurogénesis, trafico de Rac
células del sistema
inmune y barrera
endotelial.
S1P2 Muchos tejidos. Ataques epilépticos 'y Gi, Gs, Gq Y (-): AC Takuwa et al.,
sordera. Ocasionalmente G12/13 (+): AC, PLC, 2008.
letal entre 3 y 7 semanas JNK, p38, Rho,
de edad Rac
S1P3 Corazon, No hay fenotipo obvio. G, Gq Y (-): AC Ishii et al.,
pulmén, bazo, G12/13 (+): ERK, PLC, 2001; Takuwa
rifidn, intestino, Akt, eNOS, Rac, | etal., 2008
diafragma y Rho
cartilago.
S1P4 Leucocitos y G, Gq Y (+): AC, ERK, Golfier et al.,
musculo liso de G12/13 PLC, Rho 2010.
las vias Problemas al generar
respiratorias. plaquetas y alteraciones en
procesos inflamatorios.
S1Ps No hay defectos en la Giy G113 (-): AC, ERK Jaillard et al.,
mielinizacién. (+): INK, 2005
Células de SNC. P54INK

(+) Activacion; (-) inhibicién.



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

El receptor S1P; fue descubierto en 1990 por Timothy Hla y colaboradores al caracterizar un
receptor huérfano que se expresaba cuando se inducia la diferenciacién endotelial bajo la accién
del forbol miristrato acetato (PMA), debido a esto en un principio al receptor se le denomind Gen
de Diferenciacién Endotelial 1 (EDG-1) (Hla & Maciag, 1990), con el paso del tiempo adquirio el
nombre de S1P; al descubrirse su ligando enddgeno, la S1P (Watterson et al., 2001). El receptor S1P;
esta constituido por 382 aminodacidos, de los cuales, 46 corresponden al NH, terminal y 68 al COOH
terminal (figura 5). El S1P; presenta siete dominios hidrofébicos compuesto entre 20-26
aminoacidos y 8 dominios hidrofilicos compuestos entre 7-33 aminodacidos. El receptor S1P; ha sido
ampliamente estudiado, se conoce la estructura cristalografica (Hanson et al., 2012) y laimportancia
de algunos residuos de aminoacidos en las diferentes regiones del receptor. En el amino terminal
encontramos los residuos de asparagina (N30 y N36) que son sustratos de N-glucosilacion
y las tirosinas (Y19 y Y22) que presentan sulfatacion, involucradas en la afinidad por el ligando
(Figura 5) (Fieger et al., 2005). El carboxilo terminal presenta las cisteinas (C328, C329 y C331) que
son susceptibles a palmitoilacién, una modificacidon postraduccional importante para el anclaje de
proteinas a la membrana plasmatica (Figura 5) (Ohno et al., 2009); ademas los residuos de lisina
(K330, K339, K341 y K354) son susceptibles a poliubiquitinacién en presencia de FTY720-P, un
agonista sintético del receptor S1P; utilizado como tratamiento en la esclerosis multiple y los
residuos de serina (5351, S352 y S355) que son también fosforilados en presencia de FTY720-P
(Figura 5) (Oo et al., 2007); la tirosina (Y143) también se fosforila en presencia de S1P y es necesaria
para la internalizacién del receptor (Chavez et al., 2015); la treonina (T236) se fosforila por la
proteina cinasa PKB/Akt regulando la activacidn de la proteina G pequefia, Rac, que esta involucrada
en procesos como la quimiotaxis y la angiogénesis (Figura 5) (Lee et al., 2001; Spiegel & Milstein,
2002); por ultimo, los residuos de treonina (T371) y serina (5374 y S375) son fosforilados por GRK2
y regulan el trafico de linfocitos al torrente sanguineo (Arnon et al., 2011) (Figura 5).

Se conoce que el mecanismo de desensibilizacidn para el receptor S1P; al ser estimulado por
la S1P y el FTY720-P incluye la internalizacion rdpida por la ruta candnica de desensibilizacion de
GPCRs. Al activar al S1P;, la S1P y el FTY720-P facilitan la unién de las B-arrestinas tipo 2 que
reclutan el complejo de clatrinas y AP-2, permitiendo que se fije el receptor S1P; a las vesiculas
cubiertas de clatrina (Reeves et al., 2015).
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Figura 5. Esquema del receptor S1P;. Se representan las modificaciones postraduccionales reportadas para el

receptor S1P;. El circulo color azul ejemplifica la sulfatacidn, el amarillo la N-glucosilacidn, el gris la palmitoilacidn,
el naranja la ubiquitinacién y el verde la fosforilacién.

1.6.El receptor S1P; y la esclerosis multiple

En condiciones fisioldgicas el receptor S1P; se expresa en la superficie de los linfocitos T y regula la
salida de dichas células de los ganglios linfaticos por quimiotaxis, para efectuar su funcién de células
del sistema inmune. La esclerosis multiple (EM) se considera una enfermedad autoinmune crénica
del sistema nervioso central que se caracteriza por la formacién de lesiones en el sistema nervioso
central (astrogliosis), en las cuales hay inflamacién y la destruccién de las vainas de mielina
(desmielinizacién) que recubren los axones (Compston & Coles, 2002). Es una enfermedad
inflamatoria idiopatica (es decir con una causa no claramente definida) (Solomon et al., 2005) y es

una de las causas mas importantes de discapacidad motora en adultos jévenes, principalmente
mujeres (Polman, 2000).

En la fisiopatologia de la EM se desconocen los factores que afectan a las células dendriticas
inmaduras, que son los actores centrales en la respuesta inmune innata y estan involucradas en el
mantenimiento de la tolerancia inmunitaria periférica. En pacientes con EM, la respuesta inmune
es mediada principalmente por linfocitos T, activaciéon de macréfagos y de la microglia. La activacién
de los linfocitos T ocurre por las células dendriticas presentadoras de antigeno (célula dendritica
madura) favoreciendo la expansién clonal de linfocitos T en los ganglios linfaticos. La naturaleza del
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antigeno, las sefales estimuladoras y las citocinas en los ganglios linfaticos dirige la diferenciacion
de las células T nativas en linfocitos T ayudadores 1, 2 y 17, (Th 1, 2 y 17) linfocitos T reguladores y
linfocitos T citotoxicos (CD8). Estas células inmunitarias viajan por al torrente sanguineo, penetran
la barrera hematoencefalica e invaden el sistema nervioso central (SNC). Los Th1 liberan citocinas
inflamatorias (IL10, IL2, gama-IFN y TNF-a) que activan los macréfagos favoreciendo la destruccion
de la vaina de mielina. Los Th2 secretan citocinas antiinflamatorias y estimulan a los linfocitos B para
la produccidn de anticuerpos favoreciendo la desmielinizacidn, el dafio axonal y neuronal que esta
presente en los pacientes con EM (Brinkmann et al., 2010).

Como se menciond anteriormente el receptor S1P; estd distribuido en células del sistema
nervioso (Tabla I), teniendo un papel muy importante en el desarrollo de la EM. Se propone que los
linfocitos T de memoria central (Tcwm), salen del nodo linfatico hacia el torrente sanguineo por la
expresion del receptor S1P; y la S1P, que funciona como quimio atrayente presente el torrente
sanguineo. Los Tcm penetran la barrera hematoencefalica invadiendo el SNC (Matloubian et al,,
2004). En el SNC, las células Tcm se reactivan por el antigeno presentado en la microglia y células
dendriticas causando proliferacion y diferenciacién local de células T efectoras (Te) y probablemente
células efectoras de la memoria (Tem) (Kivisakk et al., 2004). Las células Te activan los astrocitos por
la interleucina-17 (IL-17) (Kang et al., 2010), destruyen células neuronales y secretan citocinas
inflamatorias que activan a las cinasas de esfingosina (SPHK’s) (Chalfant & Spiegel, 2005). Esto
aumenta la producciéon S1P, que es el agonista de los receptores de S1P causando Ia
neuroinflamacién y la gliosis (figura 6) (Nayak et al., 2010).

Sistema nervioso central Célula dendritica
%«@ s1P,
Ganglio linfatico %' B
S1P, S1P; s1p
Torrente %g @ 1
i f t SPHK
2ib; el e, i Citocinas inflamatorias m(
—_— [ t S1P o U
= —s S1P,
= by

Astrocito ¥ Oligodendrocito °
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para IL-17

Regulacion negativa de
los receptores para S1P
por FTY720-P

Figura 6. Modelo propuesto para el papel del receptor S1P; en la esclerosis multiple. Los linfocitos T de memoria
central (Tcm), salen del nodo linfatico hacia el torrente sanguineo por la expresidn del receptor S1P; y penetran la
barrera hematoencefalica invadiendo el sistema nervioso central (SNC). En el SNC, las células Tcwm se reactivan por el
antigeno presentado en la microglia y células dendriticas causando proliferacidn y diferenciaciéon local de células T
efectoras (Tg) y células efectoras de la memoria (Tem). Las células Te activan los astrocitos por la interleucina-17 (IL-17)
y activan a las SPHK’s, aumentando la produccién de S1P, que es el agonista de los receptores S1P para causar la
neuroinflamacioén y gliosis. El FTY720-P se une al S1P; y favorece su internalizacién evitando la salida de los linfocitos
Tem previniendo la patologia de la esclerosis multiple (Imagen tomada de Brinkmann et al., 2010).



El FTY720 (Novartis, Basel, Switzerland) es un modulador de los receptores de S1P, es la primera
droga oral usada en el tratamiento de la EM y fue aprobada por la FDA en 2010 (Brinkmann et al.,
2010; Choi et al., 2011; Chun & Brinkmann, 2011; Cohen & Chun, 2011). EL FTY720 se sintetizé en
1992 por modificacion estructural de un metabolito del hongo Isaria sinclairii, (Adachi & Chiba,
2007). Se considera al FTY720 como una prodroga y es fosforilado in vivo por la Sphk2, pero no por
la Sphkl (Allende et al., 2004), generando al FTY720-fosfato (FTY720-P) que es un analogo
estructural de la S1P y que se une a los receptores S1P;.s, excepto al S1P, (Brinkmann et al., 2002).
Aungque el FTY720-P es un agonista del receptor S1P; debido a que lo activa, también se considera
como un antagonista funcional ya que causa la ubiquitinacién y la degradacion del receptor (Oo et
al., 2007). La modulacidn del receptor S1P1 por el FTY720-P conduce a la retencion de las células Tem
en los nodos linfaticos y previene su invasion al SNC, su expansion clonal y su diferenciacién en
células Te y Tem (figura 6) (Fujino et al., 2003), disminuyendo el dafio del SNC, la desmielinizacién
(Gasperini & Ruggieri, 2012; Mehling et al., 2008; Pinschewer et al., 2000) y disminuye la activacion
de los astrocitos (Chun & Hartung, 2010). Los pacientes con EM cominmente presentan depresion,
por esta razon se les indica la ingesta de paroxetina, un antidepresivo que inhibe la recaptura de la
serotonina en el SNC (Dawn et al., 2008).
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Planteamiento del problema

Los receptores de S1P estan implicados en la regulacién de muchos procesos fisioldgicos y
fisiopatoldgicos, incluyendo el cancer, la funcién del sistema nervioso y la esclerosis multiple. La
epidemiologia de la esclerosis multiple en México es de 15 a 18 casos por cada 100,000 habitantes;
existen mas de 20,000 casos en todo el pais. Como se mencioné anteriormente el receptor S1P; ha
sido ampliamente estudiado, en diferentes aspectos, se conoce que la activacién o inactivacion del
receptor S1P; es el resultado de diferentes mecanismos que regulan los procesos de sefalizacion,
desensibilizacidon y resensibilizacién. En particular para la esclerosis multiple la modulacién del
receptor S1P; por el FTY720-P ha sido una buena opcidn para el tratamiento de la enfermedad, sin
embargo, no se ha estudiado el tréfico vesicular del receptor S1P;, bajo la accidn de la S1P, FTY720-
Py el PMA.

Como ya se menciond, el trafico vesicular de los GPCRs esta regulado por diversas proteinas
Rab. Es conveniente reiterar que Rab5 es fundamental en el direccionamiento de los GPCRs dirigido
a endosomas tempranos para su reciclamiento rdpido hacia la membrana plasmatica, ademas es
considerado un regulador esencial debido a que controla la formacidn de vesiculas cubiertas de
clatrina. Rab9 dirige la carga, es este caso los GPCRs, a endosomas tardios para un reciclaje lento y
el transporte hacia el aparato de Golgi. Rab7 también se encuentra dirigiendo a endosomas tardios
y a la degradacion a los GPCRs. Conocer qué proteinas Rab regulan el trafico vesicular del receptor
S1P; debida a la activacién generada por la S1P, FTY720-P y PMA es muy importante debido a que
no se conocen los efectos que tienen cada uno de estos ligandos y del PMA sobre el trafico y la
funcién del receptor S1P;.

Hipotesis

La desensibilizacion del receptor de esfingosina-1-fosfato tipo 1 (S1P.) bajo la accién de S1P, FTY720-
P y PMA presentara diferencias en la funcion del receptor S1P; analizado por la caracterizacion
farmacolégica y funcional en la liberacién de Ca?* intracelular, en la cinética de fosforilacién y en su
tréfico vesicular mediado diferencialmente por las proteinas Rab.

Objetivos

3.1. Objetivos
Objetivo principal

Estudiar las diferencias farmacolégicas y funcionales, la cinética de fosforilacion y el trafico vesicular
del receptor S1P; durante su desensibilizacion por S1P, el FTY720-P y el PMA.
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Objetivos particulares

1.- Caracterizar farmacoldgica y funcionalmente al receptor S1P; por la liberacién de Ca?*
intracelular.

2.- Evaluar la cinética de fosforilacion del receptor S1P; bajo la accidon de S1P, FTY720-P y PMA.
3.- Determinar la internalizacidn del receptor S1P; bajo la accién de S1P, FTY720-P y PMA.

4.- Estudiar el papel de las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7 en el proceso de internalizacién del
receptor S1P; en respuesta a S1P, FTY720-P y el PMA.

Materiales y métodos

4.1. Materiales

El medio de cultivo modificado de Dulbecco-Eagle (DMEM), el antibidtico G418 y otros reactivos
para el cultivo celular se obtuvieron de Gibco Life Technologies. El suero fetal bovino (FBS, por sus
siglas en inglés) de Multicell. La esfingosina-1-fosfato (S1P), el forbol 12-miristoil 13-acetato (PMA)
y los inhibidores de proteasas, fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical Co. El FTY720-P se
obtuvé de Cayman Chemical. 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 en colaboracién con el CINVESTAV-Sur por la Dra. Claudia Gonzdlez Espinosa, la Dra.
Maria Teresa Romero Avila y el Q.F.B. Alfredo Ibarra Sanchez.

4.2. Cultivo celular

La linea celular HEK AD-293, una version de las células KEK-293 derivadas de rifiéon de embridn
humano, fue adquirida de Stratagene. La linea celular estable HEK AD-293 S1P;-mCherry generada
en este trabajo se cultivé en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, adicionado
con los antibidticos estreptomicina (100 pug/mL), penicilina (100 U/mL) y anfotericina (0.25 pg/mL).
Se utilizé el antibidtico G418 (300 pug/mL) como marcador de seleccion. El cultivo se mantuvo en
incubacién a 37 °C, 95% de humedad y 5% de CO..

4.3. Transfecciones celulares

Se obtuvo la linea celular estable HEK AD-293 S1P;-mCherry. La transfeccion se realizé mediante el
uso de Polietilenimina, un polimero catiénico que permeabiliza la membrana celular. Se adquirié el
pldsmido pReceiver-M56 de GeneCopoeia™ que contiene la secuencia de ADN del receptor S1P;
fusionado por la proteina fluorescente mCherry en el COOH terminal.
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Para generar la linea celular que expresara de manera estable el receptor S1P;-mCherry se
siguié el protocolo descrito por Hsu y Uludag, 2012. Se sembraron células HEK AD-293 WT en cajas
Petri de 6 cm de didmetro a una confluencia aproximadamente del 70% en 3 mL de DMEM
suplementado con suero y antibidticos. Para iniciar la transfeccidn, se retird el medio DMEM, se
lavaron las células con DMEM no suplementado y se agregd 500 uL de Opti-MEM®, un medio que
facilita la transfeccion por lipidos catidnicos, después se prepard una solucidon A que contenia 8 pL
de Polietilenimina (1 mg mL?) y 242 uL de Opti-MEM® y la solucién B que contenia el plasmido de
S1P;-mCherry (1 uM) y Opti-MEM® con volumen final de 250 uL. Las soluciones Ay B permanecieron
en una incubacién a temperatura ambiente por 10 min, al concluir la incubacidn se transfirié el stock
B al Ay se incubaron 20 min a temperatura ambiente para formar los complejos Polietilenimina-
ADN, al terminar esté tiempo, se agregd la mezcla de A-B a las células en las cajas de 6 cm vy se
dejaron en la incubadora por 4 h. Posteriormente se cambié el medio Opti-MEM® por DMEM
suplementado. Después de 24 h se seleccionaron las células con medio DMEM suplementado
adicionado con el antibiético G418.

Con el fin de estudiar el trafico vesicular del receptor S1P; se realizaron cotransfecciones
transitorias por el mismo protocolo descrito anteriormente. Se sembraron células HEK AD-293 WT
en cajas Petri de 6 cm de didmetro a una confluencia aproximadamente del 70% en medio DMEM
suplementado. Se cambié el medio DMEM por 500 uL de Opti-MEM®, después se prepard una
solucidn A que contenia 8 L de Polietilenimina (1 mg mL?)y 242 plL de Opti-MEM® y la solucidn B
que contenian los plasmidos de S1P1;-mCherry (1 uM), Rab5-GFP (300 ng) y Opti-MEM® con volumen
final de 250 L. Las soluciones Ay B permanecieron en una incubacién a temperatura ambiente por
10 min, al concluir la incubacion se transfirié el stock B al A y se incubaron 20 min a temperatura
ambiente, al terminar esté tiempo, se agregd la mezcla de A-B a las células en las cajas de 6 cm y se

dejaron en la incubadora por 4 h. Posteriormente se cambié el medio Opti-MEM® por
DMEM suplementado. Para las cotransfecciones S1P;-mCherry (1 uM)-Rab9-GFP (300 ng) o S1P;-
mCherry (1 uM)-Rab7-GFP (300 ng), se realizaron de la misma manera que S1P;-mCherry-

Rab5-GFP. El plasmido que se utilizé para las construcciones de las proteinas Rab fue pEGFP-C1
(CLONTECH, Laboratories Inc.)

4.4. Cuantificacién de la concentracién de calcio libre intracelular ([Ca%*];)

Se cuantificd la liberacidn de [Ca%]; en la linea celular estable HEK AD-293 S1P;-mCherry, las células
fueron cultivadas en cajas Petri de 10 cm de didametro, con una confluencia del 90% y se cambié el
medio por DMEM no suplementado por 2 h antes del experimento. Se cargaron las células con el
fluoréforo Fura-2/AM (2.5 uM) en solucion Krebs-Ringer-HEPES durante 1 h en la incubadora a 37
°C. Después se lavaron con buffer de fosfatos salino (PBS) para eliminar el exceso de albimina y
Fura-2/AM; se agregd 1 mL de tripsina/PBS (1:5) por 1 min a 37 °C, para desprender las células de la
caja Petri. Posteriormente las células 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
resuspendio en 6 mL de solucion Krebs-Ringer-HEPES.
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Se utilizé un espectrofluorémetro AMINCO-Bowman serie 2 (Rochester, NY, USA), que
detecta la fluorescencia de la unién del Ca?* al Fura-2/AM a las longitud de onda, 340/510
nandmetros (nm), y el Ca* libre y Fura-2/AM a las longitudes de onda 380/510 nm. Las diferencias
en la fluorescencia se cuantificaron utilizando el software AB2 luminescence spectrometer, que
calcula la relacién entre la fluorescencia maxima y minima de acuerdo a la ecuacién de Grynkiewicz
etal., 1985.

[Ca**]; =K, [‘R Rimin ] [:Lﬂ

{R"rr

En esta ecuacion la kq representa la constante de afinidad del fluoréforo por el Ca* (224
nM), R es la lectura de florescencia en unidades arbitrarias, Rmax €s la fluorescencia maxima obtenida
al lisar las células con Tritdon X-100 al 10%; Rmin representa la fluorescencia minima obtenida
utilizando el quelante de Ca%*, EGTA 50 mM, Ss; es el coeficiente de proporcionalidad del fluoréforo
libre y Sp el coeficiente de proporcionalidad del fluoréforo unido al Ca?*

4.5. Ensayos de fosforilaciéon y Western blots

El protocolo se realizé de acuerdo a lo reportado previamente por el laboratorio (Vazquez-Prado et
al., 1996; Garcia-Sainz et al, 2001). 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 h (para marcar la poza de ATP y mantenerla en estado estacionario), después las células se
estimularon como se indica en el apartado de resultados, se aspird el ligando o el PMA, se realizé 1
lavado con solucién PBS fria y las células se mantuvieron por una hora en cama de hielo con 1 mL
de solucidn de lisis (Vazquez-Prado et al., 1996; Garcia-Sdinz et al, 2001). Al concluir la hora de lisis
celular los lisados se recolectaron y se transfirieron a tubos de polipropileno, se centrifugaron a
12,000 rpm por 15 min a 4 °C. Los sobrenandantes se transfirieron a otros tubos de polipropileno
que contenian 10 pL de anticuerpo policlonal (generado en el laboratorio) que reconoce a la
proteina mCherry y 10 plL de proteina A-agarosa. Para concluir los tubos se incubaron en agitacion
por toda la noche a 4 °C.

Después de la inmunoprecipitacion se realizaron 4 lavados con solucidn de lisis a 3,000 rpm
por 5 min. Al terminar los lavados, los inmunoprecipitados se resuspendieron en SDS 10%/Urea 8M
y con buffer de carga (Laemmli, 1970). Las muestras se colocaron a 96 °C por 15 min en un
termoblock, se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min y se realizaron electroforesis
desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5%. Por ultimo los geles se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa y se colocaron en un casete de exposicion auto radiografico por 48 h.
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Después de este tiempo se escaned la placa auto radiografica en un Typhoon Fla7000IP y las
membranas de nitrocelulosa se bloquearon con PBS 1X y leche al 0.5% por 12 h, al concluir este
tiempo se incubd la membrana con un anticuerpo que reconoce a la proteina mCherry a una
concentracién 1:1000 para obtener los controles de carga por Western blot.

4.6. Microscopia confocal

Se realizaron tres diferentes transfecciones transitorias en células HEK AD-293. Estas transfecciones
fueron S1P;-mCherry/Rab5-GFP, S1P;-mCherry/Rab9-GFP y S1P;-mCherry/Rab7-GFP (ver apartado
4.3). Después de 24 h de la transfeccion transitoria, las células se cultivaron en cajas Petri con fondo
de vidrio por 48 h a una confluencia aproximada del 50%, se mantuvieron en DMEM no
suplementado por 3 h antes del experimento, se estimularon como se indica en el apartado de
resultados, se retiré el medio DMEM con estimulo y las células se fijaron con paraformaldehido al
4% por 20 min, para concluir se realizaron 7 lavados con PBS 1X, para eliminar el exceso de
paraformaldehido.

Para observar si en la desensibilizacion durante la activacién del receptor S1P; por la S1P,
el FTY720-P o el PMA (activador de PKC) estan involucradas las proteinas Rab5, Rab9 y Rab7 se
realizaron experimentos por Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET). Las células
fijadas se observaron en un microscopio confocal Fluoview FV10i de Olympus. Se capturaron
imagenes de al menos 25 células de 3 experimentos independientes con un objetivo 60X de
inmersién en agua, apertura focal de 1, sensibilidad promedio de 40 e intensidad de laser en 25%,
ademas el "cross talk correction" permanecid activo. La proteina eGFP se excité a 480 nm vy la
fluorescencia emitida se detecté a 515-540 nm. La proteina mCherry se excité a 580 nm y la
fluorescencia emitida se detectd a 610 nm. Para observar el FRET, se apagé el laser correspondiente
a lamCherry y el "cross talk correction" y se adquirié la imagen.

4.7. Analisis de imagenes utilizando el software Image J

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

in trabaja con imagenes en 8-bit y permite el calculo 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 emision sensibilizada en el que adquiere 2 grupos de fotografias. En el primer
grupo de fotografias el "cross talk correction" permanecio activo, la proteina eGFP se excitd a 480
nm y la fluorescencia emitida se detectd a 515-540 nm, para la proteina mCherry se excité a 580 nm
y la fluorescencia emitida se detecté a 610 nm. En el segundo grupo de fotografias, se inactivo el
“cross talk correction", se apagé el laser que excita a la proteina mCherry y la proteina eGFP se
excitd a 480 nm y la fluorescencia emitida se detecté a 515-540 nm.
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4.8. Analisis estadistico y presentacion de resultados

Todos los datos se presentan como el promedio + el error estandar de un minimo de 3 experimentos
independientes. Los datos fueron analizados con pruebas de ANOVA con correccidon de Bonferroni,
gue compara las medias entre los diferentes pares de columnas, pero utiliza ANOVA para calcular
el error estdndar y recalcula el error a. Para todas las pruebas estadisticas un valor p < 0.05 se
considerd estadisticamente significativo. En analisis estadistico se realizd con el software GraphPad
Prim versién 5.0 para Windows.
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5.1. Concentracion de Ca?* intracelular por activacién del receptor S1P;

El efecto de los diferentes agentes sobre la concentracién de Ca?* intracelular fue estudiado en
células HEK 293 no transfectadas (WT). Se conoce que las células HEK 293 expresan de manera
enddégena el receptor S1P;. En células HEK WT al activar el receptor con S1P y el FTY720-P no se
logré obtener curvas de saturacion de liberacion de Ca?* (figura 7A). El Ca®* intracelular en la linea
gue expresa de manera estable el receptor S1P;-mCherry se logrd alcanzar la saturacion de la curva
con la concentracion de 1-10 uM de S1P (ECso™~250 nM) (figura 7B), para FTY720-P no se logré
alcanzar una curva de saturacion con las concentraciones del ligando utilizadas;
desafortunadamente concentraciones mayores de 10 puM de FTY720-P no permitian la
determinacién de liberacién de Ca?* intracelular al interferir con la técnica. Estos datos sugieren,
mas no demuestran, dado que no hay una clara saturacion, que el FTY720-P es menos potente y
eficaz respecto a la S1P (figura 7 A, B, C y D), ademas se observa que la liberacidon de Ca** por el
FTY720-P es mas lenta y se mantuvo por mds tiempo respecto a la inducida por la S1P, su agonista
natural (figura 7 Cy D). El efecto de ambos agonistas fue bloqueado por la incubacién de PMA, el
activador de la PKC (figura 7E). La cuantificacién de la liberaciéon de calcio intracelular es una
estrategia que refleja de manera indirecta la relacién 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 S1P; esta acoplado a una proteina G; (tabla ), sugiriendo que se activa la PLC B, por el
dimero B/Y de la proteina G, que genera DAG e IP3; el IP3 se une a canales en el reticulo
endoplasmico y se libera calcio al citoplasma (Malbon, 2005).

(A) WT (B) S1P;-mCherry (C)
—1uM
— 100 nM
10 nM
1nM
0.1 nM
50 100 150
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Log [Agonist] M
(E)
400 400
=
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& 200 \ 1uM & 200} PMA
o 0o1pm O,
0 < dededk  dedek
0 50 100 150 0 i
Time (seconds) S1P FTYp S1P FTYp

Figura 7. Efecto de S1P, FTY720-P y PMA en la concentracion intracelular de calcio. Células WT (A) o la linea estable que
expresa el receptor S1P;-mCherry (B). Las células fueron tratadas con las concentraciones de S1P (lineas solidas) y FTY720-
P (lineas punteadas). Se muestran trazos representativos obtenidos a diferentes concentraciones de S1P (C) o FTY720-P
(D). Las células fueron preincubadas en presencia o ausencia de 1 uM de PMA y fueron tratadas con 1 uM de S1P o0 10 uM
de FTY720-P (E). Los promedios son graficados representando el error estandar de 4 a 7 determinaciones usando diferentes
preparaciones celulares. ***P<0.001 comparado con la ausencia de PMA.



5.2. Fosforilacidn del receptor S1P;

La fosforilacidon del receptor S1P; por su estimulaciéon con S1P o FTY720-P o por la activacién
de la PKC por PMA, estd asociada a su desensibilizacidn. Se observé que la S1P, el FTY720-P y
el PMA incrementan la fosforilacion del receptor (figuras 8A, B y C). Se muestran los cursos
temporales de la fosforilacién del receptor por 1 uM de S1P (figura 8A) y 10 uM de FTY720-P
(figura 8B), vy la fosforilacidn del receptor S1P; por 15 min al utilizar 1 uM de PMA (figura 8C).
La fosforilacién del receptor S1P; fue rapida en respuesta a 1 uM de S1P, alcanzando su efecto
maximo entre 2-5 min, esta fosforilacion se mantiene hasta los 30 min y no regresa a su
fosforilacién basal (figura 8A). El efecto de 10 uM de FTY720-P fue similar, pero de una
magnitud menor y alcanzando su efecto maximo entre los 5-10 min (figura 8 B). Nuestros
datos indican que utilizar el inhibidor de la PKC, la bisindolilmaleimida | (BIM [) disminuye el
efecto del PMA, sugiriendo que PKC es la cinasa que fosforila al receptor S1P; al utilizar PMA
(figura 8D), por otra parte el BIM | no afecta la fosforilacion del receptor S1P; al activarlo con
S1P o FYT720-P (figura 8D), sugiriendo que PKC no es la cinasa que fosforila el S1P; al utilizar
S1P o FTY720-P.

5.3. Localizacion subcelular del receptor S1P;

La internalizacion de los GPCRs es un proceso de regulacién que comienza a tiempos cortos
después de la activacion del receptor y contribuye a la desensibilizacion del receptor. El
receptor S1P; al ser estimulado por el agonista S1P, es fosforilado por la 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 degradacién en los lisosomas o
procesamiento en los endosomas para su posterior reciclaje a la membrana plasmatica y
recuperacion de su funcién. Se logré observar que, en condiciones basales, la mayoria de la
fluorescencia del receptor S1P;-mCherry se encontraba en la membrana plasmatica, sin
embargo, cierta fluorescencia se encontraba en vesiculas intracelulares (figura 9C). La
incubacién con S1P, FTY720-P o PMA por 5 min favorecio la internalizacién del receptor, esto
se refleja al disminuir la fluorescencia en la membrana plasmdtica asociada a un incremento
en la fluorescencia de las vesiculas intracelulares (figuras 9A, B y C). Es muy interesante que
la acumulacion de vesiculas fluorescentes del receptor era mayor con el FTY720-P,
particularmente a los 30 min, que fue el tiempo maximo estudiado (figuras 9By C).
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Figura 8. Efecto de la S1P, FTY720-P y PMA en la fosforilacion del receptor S1P;. Células expresando el receptor S1P1-mCherry
fueron incubados como se indica en materiales y métodos, para estudiar la fosforilacion del receptor al utilizar 1 uM de S1P (n=9)
(A) 0 10 uM de FYT720-P (n=10) (B). Las células fueron estimuladas por 15 min con 1 uM de S1P, 10 uM de FTY720-Po 1 uM
de PMA (n=6) (C). Los promedios son graficados representando el error estandar del tamafio muestral de experimentos
independientes. ***P<0.001 comparado con el basal. **P<0.01 comparado con el basal. Las células fueron incubadas en ausencia
(-) o presencia (+) de BIM | y se estimularon como se describe en C (D). Los promedios son graficados representando el error
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autoradiografia representativa (32P) y un Western blot en cada histograma.
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Figura 9. Efecto de la S1P, FTY720-P y PMA en la internalizacién del receptor S1P;. Las células expresando el receptor de
S1P;-mCherry fueron tratadas por 5 0 30 min con 1 uM de S1P, 10 uM de FTY720-P o 1 uM de PMA. El valor de fluorescencia
de la membrana (A) o intracelular (B) fueron determinados y normalizados respecto a la ausencia de estimulo ((B) basal). Los
promedios son graficados representando el error estdndar de 24-30 muestras resultado de 4 o 5 experimentos
independientes. ***P<0.001 comparado con el basal (B). Imagenes representativas son mostradas (C). Barras de escala:10
pum.

5.4. Interaccion del receptor S1P; con las proteinas Rab

La posibilidad de que el receptor S1P; pudiera interaccionar de manera directa con diferentes
proteinas Rab fue ensayado usando FRET. En nuestros experimentos usando esta metodologia la
proteina eGFP trabaja como donadora de longitud de onda de emision y la proteina mCherry como
aceptora de longitud de onda de excitacién. Es importante tener en cuenta que el fenédmeno de
FRET se produce solamente a una distancia de 10 nm (100 A) o menos (Sekar & Periasamy, 2003),
sugiriendo una interacciéon molecular directa. Las transfecciones transitorias con los plasmidos para
la expresidn del receptor S1P1-mCherry y las proteinas Rab etiquetadas con eGFP fueron realizadas
72 h antes del experimento. El curso temporal de la asociacién del receptor S1P; y la proteina Rab5
al estimular con S1P, FTY720-P o PMA se presentan en la figura 10. Podemos observar que las
proteinas Rab5 se encuentran distribuidas en el citoplasma durante el curso temporal, mientras que
el receptor S1P; se localiza en la membrana plasmatica antes de estimular con S1P, FTY720-P o PMA
y se internaliza en respuesta al agonista o PMA (figuras 11-13). La S1P induce FRET con el receptor
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S1P; y Rab5 enlos 3, 5y 15 min y estd interaccion disminuye a los 30 min (figuras 10A y figura 11).
El efecto de FTY720-P en la interaccién del receptor S1P; y Rab5 fue mas rdpido y su efecto maximo
fue a los 2 min y disminuyé en los tiempos posteriores (figura 10B y figura 12). El efecto de PMA en
la asociacién del receptor S1P1y Rab5 fue similar al inducido por S1P, pero la interaccién se mantuvo
después de 30 min (figura 10C vy figura 13). Para la interaccion del S1P; y Rab9 al estimular con S1P
se observa una asociacion a los 5 min (figura 10D y figura 14). No se observd asociacién del S1P; y
Rab9 al estimular con FTY720-P (figura 10E y figura 15). La asociacion del S1P; y Rab9 al activar PKC
por PMA fue claro durante los primeros 2-5 min, disminuyé a los 15 min, pero regresé la interaccion
a los 30 min (figura 10f y figura 16). De manera muy importante la interaccion del S1P; y Rab7 al
estimular a las células con S1P (figura 10G y figura 17) o al utilizar PMA (figura 10l y figura 19) no se
presentd asociacion, al evaluar la asociacion del S1P;y Rab7 al estimular con FTY720-P induce una
asociacién a los 2 min, desaparece en los tiempos posteriores y a los 30 min regreso la interaccién
(figura 10H vy figura 18). De manera adicional se realizaron experimentos de FRET con el receptor
S1P; utilizando las dominantes negativas de las proteinas Rab5 GDP, Rab9 GDP y Rab7 GDP, estas
proteinas Rab se caracterizan por que permanecen en su conformacién inactiva, es decir no pueden
intercambiar el GDP por GTP. Podemos observar que en ausencia de S1P, FTY720-P o PMA las
proteinas Rab5 GDP, Rab9 GDP y Rab7 GDP se encuentran distribuidas en el citoplasma (figura 20B,
Cy D), mientras que el receptor S1P; se localiza en la membrana plasmatica (figura 20B, Cy D). Al
activar el S1P; con S1P, FTY720-P o en presencia de PMA, el S1P; se internaliza, pero no existe una
interaccion de las proteinas Rab y el S1P; por FRET (figura 20A, B, C y D), estos datos sugieren que
la conformacidn activa de las proteinas Rab es esencial para su interaccion con el S1P;.
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Figura 10. Efecto de la S1P, FTY720-P o PMA en la asociacion del receptor S1P; y las proteinas Rab. Las transfecciones
transitorias del receptor S1P;-mCherry y las proteinas Rab-eGFP fueron incubadas con 1 uM de S1P (Rab5 (A), Rab9
(D) y Rab7 (G)), 10 uM de FTY720-P (Rab5 (B), Rab9 (E) y Rab7 (H)) o 1 uM de PMA (Rab5 (C), [Rab9 (F) y Rab7 (l)). Los
valores de FRET fueron determinados y normalizados en ausencia de estimulo (tiempo 0). Los promedios son graficados
representando el error estdndar de 24-30 muestras resultado de 4 o 5 experimentos independientes. ***P<0.005
comparado con el basal (tiempo 0), **P<0.01 comparado con el basal (tiempo 0), *P<0.05 comparado con el basal
(tiempo 0).
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Figura 11. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab5-eGFP identificada por FRET. Las células
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 uM de S1P. Las imagenes son presentadas como:
Fluorescencia de eGFP (primer columna), fluorescencia de mCherry (segunda columna), FRET (tercer columna)y
FRET INDEX (imagenes procesadas con el plug-in "FRET Analyzer"; cuarta columna). Barras de escala: 10pum.
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Figura 13. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab5-eGFP identificada por FRET. Las células
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 uM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11.
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Figura 14. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab9-eGFP identificada por FRET. Las células
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 uM de S1P. Para otras indicaciones ver figura 11.
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Figura 15. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab9-eGFP identificada por FRET. Las células

fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 10 uM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver
figura 11.
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Figura 16. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab9-eGFP identificada por FRET. Las células
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 UM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11.
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Figura 17. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab7-eGFP identificada por FRET .Las células
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 uM de S1P. Para otras indicaciones ver figura 11.
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Figura 18. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab7-eGFP identificada por FRET. Las células
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 10 UM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver
figura 11.
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Figura 19. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab7-eGFP identificada por FRET. Las células

fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 10 uM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver
figura 13.
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Figura 20. Las dominantes negativas de las proteinas Rab no interactian con el receptor S1P;. Las células fueron
transfectadas para la expresion del receptor S1P;-mCherry y la dominante negativa de la Rab-eGFP. Las células
fueron tratadas con los tiempos indicados con 1uM de S1P, 10 uM de FTY720-P o 1 uM de PMA. Los valores de FRET
fueron determinados y normalizados respecto a la ausencia de estimulo (Tiempo 0). En panel A los promedios se
grafican representando el error estdndar de 24 imagenes obtenidas de 4 experimentos independientes En los
paneles B-D se muestran imagenes representativas de los experimentos expresando las diferentes dominantes
negativas de las proteinas Rab. Para otras indicaciones ver figura 11.

5.5. La importancia de GRK2 en la fosforilacién del receptor S1P;

Los pacientes que presentan la EM comunmente sufren de depresiéon, y se prescribe
frecuentemente la paroxetina como antidepresivo. Ahora se sabe que la paroxetina es un inhibidor
de la GRK2 (Homan et al., 2014; Thal et al., 2012; Guo etal., 2017). Para el receptor S1P; observamos
que la S1P, el FTY720-P y el PMA incrementan la fosforilacion del S1P; (figura 21). La preincubacién
con la paroxetina bloquea la fosforilacion del receptor S1P; al estimularlo con S1P o FTY720-P y
parcialmente disminuye al utilizar PMA (figura 21). Estos datos sugieren que al utilizar la paroxetina
disminuye el efecto de S1P y FTY720-P, sugiriendo que la GRK2 es la cinasa que fosforila al receptor
S1P; al utilizar S1P o FTY720-P. Para el caso de la fosforilacién del S1P; al activar PKC por PMA
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nuestros datos indican que la preincubacion con paroxetina disminuye parcialmente la fosforilacion
del S1P;sugiriendo que existe una relacidén entre la GRK2 y PKC.

Al evaluar el efecto de la paroxetina en la internalizacién del receptor S1P; observamos que en
ausencia de paroxetina y sin la presencia de S1P, FTY720-P o PMA el S1P; se encuentra delimitando
la membrana plasmatica (figura 22B). En presencia de S1P, FTY720-P o PMA por 5 min disminuye la
fluorescencia en la membrana plasmatica e incrementa la fluorescencia intracelular sugiriendo que
el receptor S1P; se internalizé (figura 22A, B y C). Al preincubar las células con paroxetina y sin
presencia de S1P, FTY720-P o PMA podemos observar que el S1P; se encuentra delimitando la
membrana plasmatica (figura 22B) y se presenta contraccidon celular que afecta el tamafio de las
células (figura 23). En presencia de paroxetina y S1P, FTY720-P o PMA la disminucién de
fluorescencia en la membrana plasmatica fue bloqueada y no hay un incremento de la fluorescencia
intracelular (figura 22A, By C), también se observd contraccidn celular (figura 23).

Por otra parte se estudio el efecto del antidepresivo en la asociacién del receptor S1P; y las
proteinas Rab. En ausencia de paroxetina podemos observar que la proteina Rab5, Rab9 o Rab7 se
encuentran distribuidas en el citoplasma, mientras que el receptor S1P; se localiza principalmente
en la membrana plasmatica (figuras 25, 26 y 27). La S1P, el FTY720-P o PMA induce FRET con el
receptor S1P; y Rab5 (figuras 24 y 25), la S1P y el PMA induce FRET con el S1P; y Rab9 (figuras 25y
26), por ultimo el FTY720-P induce FRET con el receptor S1P; y Rab7. En presencia de paroxetina y
S1P, FTY720-P o PMA el S1P; permanece en la membrana plasmatica (figuras 25, 26 y 27), no se
internaliza (figuras 25, 26 y 27) y no se presenta FRET con Rab5, Rab9 y Rab7 (figuras 24, 25, 26 y
27), ademas se observd contraccion celular (figuras 25, 26 y 27). Nuestros datos sugieren que la
GRK2 es bloqueada al utilizar paroxetina y no puede fosforilar el S1P; cuando se activa el receptor
por la S1P, el FTY720-P o al activar PKC por PMA, afectando el proceso de internalizacién del
receptor debido a que la fosforilacidon de diferentes aminodcidos del S1P; es un proceso clave para
el reclutamiento de proteinas involucradas en la internalizacién del propio receptor y su tréfico
vesicular regulado por las proteinas Rab.
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Figura 21. Efecto de la paroxetina en la fosforilacion del receptor S1P; por la S1P, FTY720-P y PMA. Células expresando el
receptor S1P;-mCherry fueron incubados como se indica el materiales y métodos, para estudiar la fosforilacion del receptor. Las
células fueron incubadas en usencia (-) o presencia) de 100 uM de paroxetina (Par +) y fueron tratadas por 15 min con 1 uM de
S1P, 10 uM de FTY720-P y 1 uM de PMA. Los promedios son graficados representando el error estandar de 6 experimentos
independientes. ***P<0.001 comparado con el basal (B), @P<0.001 comparado con la ausencia de paroxetina, *P<0.05
comparado con la ausencia de paroxetina. Se muestra una autoradiografia (32P) y un Western blot representativos en el

histograma.
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Figura 22 Efecto de la paroxetina en la internalizacion del receptor S1P; por S1P, FTY720-P y PMA. Las células
expresando el receptor S1P;-mCherry fueron preincubadas por 30 min con 100 UM de paroxetina y fueron tratadas
por 5 mincon 1 uMde S1P, 10 uM de FTY720-P 0 1 uM de PMA. Los valores de fluorescencia en membrana plasmatica
(A) o fluorescencia intracelular (B) fueron determinados y normalizados respecto a la ausencia del estimulo (Basal, B).
Los promedios son graficados representando el error estdndar de 30 muestras resultado de 5 experimentos
independientes. **#*P<0.001 comparado con el basal (B). @P<0.001 comparado con la ausencia de paroxetina.
Imagenes representativas son representadas (C). Barras de escala: 10 uM.
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Figura 23. Efecto de la paroxetina en la longitud y area de células que expresan el receptor S1P;. Las células
transfectadas con el receptor S1P;-mCherry fueron incubadas con 100 uM de paroxetina por 30 min y
estimuladas por 5 min con 1uM de S1P, 10 uM de FTY720-P o 1 uM de PMA. En panel A observamos la longitud
celular y en B el area celular. Los promedios se grafican representando el error estandar de 30 imagenes
obtenidas de 5 experimentos independientes. ***P<0.001 respecto a la preincubacion sin paroxetina.
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Figura 24. Efecto de la paroxetina en la asociacion del receptor S1P; y las proteinas Rab. Las transfecciones transitorias
del receptor S1P;-mCherry y las proteinas Rab-eGFP fueron incubadas en la ausencia o presencia de 100 uM de
paroxetinay las células fueron tratadas con 1 uM de S1P, 10 uM de FTY720-P o0 1 uM de PMA. Para Rab5 (A) se utilizaron
3 min de tratamiento, para Rab9 (B) 5 min y Rab7 (C) 30 min. Los promedios son graficados representando el error
estandar de 24-30 muestras resultado de 4 o 5 experimentos independientes. ***P<0.005 comparado con el basal,
*#P<0.01 comparado con el basal *P<0.05 comparado con el basal. @@P<0.001 comparado con la ausencia de
paroxetina, @P<0.05 comparado con la ausencia de paroxetina.
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Figura 25. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab5-eGFP identificada por FRET en presencia
de paroxetina. Las células fueron preincubadas por 30 min con 100 uM de paroxetina y tratadas por 3 min en
presencia de 1 uM de S1P, 10 uM de FTY720-P o 1 uM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11.
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Figura 26. Interaccion del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab9-eGFP identificada por FRET en presencia
de paroxetina. Las células fueron preincubadas por 30 min con 100 uM de paroxetina y tratadas por 5 min en
presencia de 1 uM de S1P o 1 uM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11.
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Figura 27. Interaccidon del receptor S1P;-mCherry y la proteina Rab7-eGFP identificada por FRET en presencia
de paroxetina. Las células fueron preincubadas por 30 min con 100 uM de paroxetina y tratadas por 30 min en
presencia de 10 uM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver figura 11.
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Discusion

El objetivo principal del trabajo fue estudiar las diferencias farmacoldgicas, funcionales, cinéticas de
fosforilacién y el tréfico vesicular del receptor S1P; durante su desensibilizacién por la S1P, FTY720-
P y PMA. Los resultados descritos anteriormente nos sugieren que el efecto de la S1P y el FTY720-P
difieren, el FTY720-P fue aparentemente menos potente respecto a la S1P en la liberacién de Ca?*
intracelular. Para la fosforilacidn del receptor con el FTY720-P fue menos intensa que por la S1P. De
manera muy interesante, la internalizacidn por el agonista sintético. FTY720-P, fue mayor que por
la S1P, particularmente alos 30 min. En el caso del activador de PKC, el PMA desensibiliza el receptor
debido a que es fosforilado por la PKC y se internaliza, por esta razén se bloquea la liberacién de
Ca* intracelular al estimular las células con S1P o FTY720-P, estos datos son consistentes de acuerdo
a Watterson y colaboradores, quienes mencionan que la S1P y el PMA favorecen la fosforilacion del
S1P,, ademas la fosforilacién al utilizar S1P no es bloqueada en presencia de un inhibidor para PKC
sugiriendo que la fosforilacion al utilizar la S1P es por otra cinasa (Watterson et al., 2001). Estudios
previos de nuestro laboratorio sugieren que al utilizar un inhibidor de las isoformas de PKC ay B, el
receptor S1P; no se desensibiliza por PMA. Ademds por ensayos de coinmunoprecipitacion las
isoformas a y B se encuentran asociadas desde condiciones basales, pero al estimularse con PMA
las isoformas a y B se reclutan con mayor intensidad, bloqueos similares en la accién del PMA se
observaron con la regulacion a la baja (“down regulation”) por inhibicién prolongada con ésteres de
forbol, asi como mediante el bloqueo de la expresién (knock down”) utilizando shRNA (Morquecho-
Lednetal., 2013). Se conoce el mecanismo de internalizacion para el receptor S1P; al ser estimulado
por la S1P y el FTY720-P es la internalizacidn rapida por la ruta candnica de desensibilizacién de
GPCRs. La S1P o el FTY720-P facilitan la unién de las B-arrestinas tipo 2 que reclutan el complejo de
clatrinas y AP-2 favoreciendo el anclaje del receptor de S1P; a las vesiculas cubiertas de clatrina
(Reeves et al., 2015).

Debido a la importancia médica que tiene el FTY720-P y la retencion de los linfocitos T en los
nodulos linfaticos de pacientes con EM, se ha estudiado ampliamente el mecanismo por el cual se
produce esté fenédmeno. Como se menciond anteriormente la presencia de FTY720-P favorece la
fosforilacién del S1P; por la GRK2, la fosforilacién es una modificacion postraduccional muy
importante para iniciar el proceso de internalizacidn por la ruta canénica de GPCRs, después el GPCR
puede degradarse en los lisosomas y/o el proteosoma. Oo y colaboradores observaron que el
FTY720-P es mucho mas potente y efectivo que la S1P en favorecer la degradacion del receptor S1P;
por la via proteosoma (Oo et al., 2007). Este fendmeno es consistente con la idea que el FTY720-P
es un agonista, pero se considera un antagonista funcional, debido a que induce la desensibilizacién,
internalizacién y la degradacién del receptor S1P; (Brinkmann et al., 2010; Choi et al., 2011), ademas
el FTY720-P puede ser definido un agonista sesgado hacia la internalizacién y degradacién del
receptor S1P; (Kenakin, 2015).
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Una parte crucial de este proyecto fue conocer las diferencias en la internalizacidn y asociacion de
las proteinas Rab5, Rab7 y Rab9 con el receptor S1P;. Nuestros datos sugieren que la interaccién del
receptor S1P; con las proteinas Rab inducida por la S1P (desensibilizacion homodloga) y por el PMA
(desensibilizacion heterdloga) presentan algunas similitudes. La S1P y el PMA favorece la interaccion
del receptor con Rab5 y Rab9, la S1P ni el PMA permite la interaccion del receptor con Rab7. Es
probable que la S1P favorezca la interaccién del receptor S1P; con Rab5, iniciando la endocitosis y
el reciclaje del receptor en los endosomas tempranos; el activador de PKC favorece la interaccion
con Rab5 permitiendo la endocitosis y el trafico vesicular a endosomas tardios y reciclaje lento por
la interaccidn con Rab9. La accion del FTY720-P tiene diferencias muy interesantes en la interaccion
del receptor con las proteinas Rab. Nuestros datos sugieren que el FTY720-P induce una asociacién
mayor con Rab5 respecto a la S1P, el FTY720-P no favorece una asociacidon con Rab9, pero a
diferencia de la S1P y el PMA, el FTY720-P favorece la asociacidn con Rab7. Como se menciond
anteriormente Rab7 se encuentra dirigiendo las vesiculas a endosomas tardios y a la degradacion
de la carga como en este caso un GPCR por lisosomas o el proteosoma (Schwasrtz, et al., 2007; Dong
et al., 2004). Nuestros datos de fosforilacién del S1P; en presencia de S1P o FTY720-P estan de
acuerdo con los publicados por Oo y colaboradores, ademds sugieren que el receptor S1P; al ser
estimulado con FTY720-P es fosforilado, internalizado, ubiquitinado, y degradado via proteosoma
(Oo et al., 2007). Nuestros datos presentan algunas diferencias respecto a los de Oo y colaboradores,
ellos observan un poco de degradacion del receptor a los 30 min, nosotros no pudimos detectar la
degradacion del receptor a este tiempo (ver Western blots, figura 8). En sus experimentos la
degradacion del receptor fue mas clara a tiempos mas largos de incubaciéon como 4 y 8 h. No se
estudiaron tiempos largos en nuestro trabajo.

Es muy interesante que el receptor S1P; siga la misma ruta de trafico vesicular al estimular
con S1P y PMA (desensibilizacion homodloga vs heterdloga) debido a que este caso difiere con otro
GPCR que pertenece a la misma familia, el receptor aig-adrenérgico. Estudios previos en nuestro
laboratorio sugieren que los receptores aig-adrenérgicos al ser estimulados con noradrenalina
interaccionan con proteinas presentes en los endosomas tempranos, como EEA1, Rab5, Rab4 y
Rab11, pero no con proteinas de endosomas tardios, como Rab9 y Rab7 (Castillo-Badillo et al., 2015).
Por otra parte, la estimulacién por S1P induce una interaccidn rdpida y transitoria del receptor as-
adrenérgico con Rab5 y unainteraccion mas pronunciada y sostenida con Rab9. Ademds, la actividad
de GTPasa de las proteinas Rab es necesaria, porque no se observé interaccidn del receptor con las
proteinas Rab cuando se emplearon las mutantes de las proteinas Rab. Estos datos indican que los
receptores aig-adrenérgicos presentan un trafico vesicular diferente a los S1P; dependiendo del tipo
de desensibilizacion (homdloga vs. heterdloga) (Castillo-Badillo et al., 2015) y difieren respecto al
receptor S1P; en donde podemos observar que la desensibilizacion homodloga y heterdloga siguen
la misma ruta de trafico vesicular. La comparacion cobra interés dado que nos sefiala que no
podemos generalizar que la desensibilizacion homdloga se asocie con internalizacién a endosomas
tempranosy la heterdloga a reciclaje tardio o degradacién. Definir qué camino usa un receptor para
internalizarse se convierte en un reto experimental. Existe la posibilidad de que la fosforilacién en
sitios especificos sean los que definan cdmo se internalizan, ya sea directa o indirectamente, si nos
apoyamos en la propuesta de los cédicos de fosforilacion (Tobin et al., 2008).
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Se ha reportado la dindmica del trafico vesicular de diversos receptores y sugieren que es
muy diversa respecto a nuestros resultados con el S1P;, por ejemplo el receptor 2-adrenérgico se
internaliza y se recicla muy rapido (Shumay et al., 2004), mientras que el receptor de angiotensina
Il tipo 1A (AT1aR) se internaliza y se recicla mas lento (Dale, 2004). Se conoce que Rabl y Rab8
regulan la exportacidon de receptores a la membrana, Rab8 regula la exportaciéon del receptor
B,-adrenérgico y el receptor azs-adrenérgico, mientras que la inactividad de Rabl solo afecta la
exportacion del receptor azs-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) esta regulado en los endosomas por Rab4, Rab21 y Rab11, pero no hay
interaccion con Rab5 y Rab7. El receptor SSTR3 se recicla rapidamente a través de Rab4, pero se
mueve mas lentamente a través de Rab21 y Rabl1l (Tower-Gilchrist, et al., 2011). Para Rab7 se
conoce que estd asociado a la internalizaciédn y degradacién de otros GPCRs, por ejemplo los
receptores para opioides k (Li et al., 2000), el receptor para PDGF con activad de tirosina cinasa
(Dupre et al., 2003). Rab7 también participa en la degradacion de receptores con actividad de
tirosina cinasas, como los receptores de factor de crecimiento epidérmico (Ceresa & Bahr, 2006;
Bakker et al., 2017) y el receptor del factor de crecimiento endotelial tipo 2 (Ballmer-Hofer et al.,
2011; Jopling et al., 2009). Los trabajos reportados de diversos receptores indican que el mecanismo
de internalizacién, reciclaje y degradaciéon es demasiado robusto y variado, por ello es muy
importante estudiar los diferentes procesos que regulan el trafico vesicular de los receptores. En
nuestro laboratorio proponemos que la unidn de las diferentes proteinas Rab al receptor S1P;
depende de su estado conformacional, cuando el receptor S1P; se desensibiliza por la S1IP o PMA
(desensibilizacion homdloga vs heterdloga) el receptor adquiere un estado conformacional
especifico mientras que cuando se activa el receptor por FTY720-P postulamos que el receptor
adquiere un estado conformacional distinto, que depende de los aminoacidos que son fosforilados
por el efecto de la S1P, el FTY720-P o el PMA, esto le permite interaccionar con diferentes proteinas
Rab que favorece las diferencias en el trafico vesicular anteriormente mencionadas (Hernandez

Espinosa David, et al., 2019, Carmona-Rosas Gabriel, et al., 2019).

La paroxetina inhibe directamente a la proteina cinasa GRK2 (Thal et al., 2012). En nuestros
experimentos la paroxetina bloqued la fosforilacion del receptor S1P; por la accion de S1P, FTY720-
p y disminuye significativamente la fosforilacion por el activador de PKC, ademas el antidepresivo
bloqued la internalizacién y la interaccion del receptor S1P; con las proteinas Rab, estos datos
sugieren que la proteina GRK2 es la principal cinasa involucrada en la fosforilacién del receptor S1P,
bajo la accién de la S1P, el FTY720-P y al utilizar PMA, la principal cinasa involucrada en la
fosforilacion del S1P; es la PKC. Trabajos de nuestro laboratorio mencionan que la paroxetina
también bloquea la fosforilacién e internalizacién del receptor adrenérgico aip al estimular con su
ligando natural, la noradrenalina, ademas disminuye la fosforilacién por PMA (Alfonzo-Mendez et
al., 2018). Es probable que exista una regulacién entre la GRK2 y la PKC, porque se conoce que la
PKC puede activar por fosforilacion a la GRK2 (Krasel et al., 2001).

La fosforilacion es una de varias modificaciones postraduccionales mas frecuentes que se ha
reportado en aproximadamente 17,500 proteinas del proteoma humano (Pagel et al., 2015). Para
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los GPCRs, las modificaciones postraduccionales mas comunes son la fosforilacion, la palmitoilacion,
la acetilacion, la glicosilacién y la ubiquitinacion, todas estas modificaciones covalentes repercuten
en la regulacion de la sefializacidn de los GPCRs (Xin et al., 2012). La adicidn de grupos fosfato a los
GPCRs ocurre comunmente en la tercera asa intracelular y en el extremo COOH terminal. Los
aminodcidos fosforilados son importantes para la asociacidn de proteinas de andamiaje (Shukla et
al., 2013). La regulacion de receptores acoplados a proteinas G es muy fina, un GPCR puede
presentar un patron diferencial de fosforilacidn, a esto se le conoce como “cédigos de fosforilacion”
y determina la cascada de sefializacion y tréfico vesicular para el GPCR (Tobin, 2008; Butcher et al.,
2011). Los cddigos de fosforilacion pueden presentarse diferencialmente en un GPCR por su
activacion con agonistas, antagonistas, agonistas parciales, agonistas inversos y agonistas sesgados
(Rajagopal et al., 2010). La fosforilacion del receptor S1P; ha sido ampliamente estudiada y se han
reportado algunos aminoacidos fosforilados por la S1P y FTY720-P o PMA. La proteina AKT/PKB
fosforila el residuo T236 en la tercera asa intracelular del receptor S1P; por la S1P (Lee et al., 2001).
La delecidon de los ultimos 32 aminoacidos del COOH terminal elimina la fosforilacién del receptor
S1P; por la S1P o PMA y la delecidn de los ultimos 12 aminoacidos de COOH terminal afecta la
fosforilacién por S1P, pero no para PMA (Wattherson et al., 2002). Una mutante del receptor S1P;
gue se caracteriza por la sustituciéon de una region rica en aminodacidos de serinas (351-359) por
aminoacidos de alaninas se degrado por la accion del FTY720-P (Arnon et al., 2011). La fosforilacidn
del receptor en los aminodcidos $336, S351 y S353 fueron encontrados por el FTY720-P por
espectrometria de masas (Oo et al., 2011). La fosforilacién de la Y143 inducida por la S1P regula la
expresion del receptor S1P; (Chavez et al.,, 2015). Desafortunadamente, a pesar de toda la
informacidn disponible sobre la regulacién del receptor S1P; se desconoce la manera en que la
magquinaria intracelular puede diferenciar la activacion del receptor por la S1P o por el FTY720-P el
cual favorece la ubiquitinacién y degradacién del receptor. Todos los aminoacidos que se han
reportado como fosforilables para el receptor de S1P; nos permiten proponer que presenta varios
codigos de fosforilacién y que estos estan regulados por el ligando que se una al receptor (S1P o el
FTY720-P) y por el activador de PKC (PMA). Por ultimo nuestros experimentos, sugieren que las
personas que padecen de EM no es pertinente el tratamiento de FTY720-P con paroxetina debido a
que el antidepresivo inhibe la cinasa GRK2 y potencialmente puede bloquear la fosforilacidn
necesaria para la ubiquitinacién del receptor y su degradacién, este mecanismo es fundamental
para evitar el egreso de los linfocitos T de los nédulos linfaticos y prevenir la fisiopatologia de la EM.
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Conclusiones

El receptor de esfingosina tipo 1 (S1P1) es fosforilado por la accion de la S1P, el FTY720-P y el PMA,,
las principales cinasas involucradas en la fosforilacion del receptor son la GRK2 y la PKC. La
fosforilacidén del receptor es una modificacién postraduccional esencial para el anclaje de proteinas
involucradas en la desensibilizacién e internalizacion del receptor. Respecto a la internalizacién del
receptor S1P; se presentaron similitudes y diferencias por los tratamientos por la S1P, el FTY720-P
o el PMA. Cuando el receptor es activado por S1P y PMA (desensibilizacion homodloga 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. De manera importante al activar el receptor con
FTY720-P se asocia a Rab5 en los endosomas tempranos y a Rab7 en los endosomas tardios dirigidos
a degradacion, pero no se asocia a Rab9. Estds diferencias en el trafico vesicular sugiere que el
receptor S1P; presenta varios cddigos de fosforilacién que estan regulados por el tipo de ligando
qgue se una al receptor (S1P o FTY720-P) o por el activador de PKC (PMA). Por ultimo, nuestros
experimentos sugieren que en las personas que padecen de esclerosis multiple no es pertinente el
tratamiento combinado de FTY720-P con paroxetina debido a que afecta el tratamiento en la
fisiopatologia de la enfermedad.

Perspectivas

Las perspectivas principales del proyecto se centran en estudiar la importancia del COOH terminal
y la segunda y tercera asas intracelulares en la regulacién del receptor S1P;. Con esta finalidad se
propone:

» Realizar un analisis in silico del receptor S1P; para obtener:
Sitios probables de fosforilacion.

Identificacion de las cinasas partipantes.
« Purificacion del receptor y andlisis por espectrometria de masas para:

Identificar nuevas proteinas asociadas.

Determinar los sitios de fosforilacion del receptor S1P; en su estado basal, asi como
durante su desensibilizacion homadloga (S1P y FTY720-P) y heterdloga (PMA).

» Generar mutantes de los sitios de fosforilacion del receptor S1P;y caracterizar su repercusion
funcional a los siguientes niveles:
- Desensibilizacion de la via de recambio de fosfoinositidos/Ca?*.
Perfil de fosforilacion.
Localizacion subcelular.

Trafico vesicular/internalizacidn.
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'DPEHaﬂCCESS Sphingosine 1-phosphate (S1F) and FTYT720-phosphate (FTYp) increased intraceliular cal-

cium in cells sxpressing 51P, mChamy-tagged recepiors; the synthetic agonist was consid- k|
erably less potent. Activation of protein kinase C by phorbol myristate acetate [PMA) blockad
the action of FTYp being more intense. 51P moeptor—Aab protein (GFP-tagged) interaction
was studied using FRET. The thres agents were able to induce 51Py receptor-Rabs in-
teraction, although with different fime courses. 51Py recaptor-Rabd interaction was mainky
increased by the phorbol ester, whereas 51P; receptor-Rab7 interaction was only increasad
by FT¥p and after & 30-min incubsation. These actions wers not observed using dominant
negative (G0P-bound) Rab protein mutants. The data suggested that the three agents in-
duce intaraction with early endosomes, but that the natural agonist induced rapid recaptor
recycling, whereas activation of protein kinase C favored interaction with late endosome
proteasomal’lysosomal degradation. The ability of bisindolyfmaleimida | and paroxstines to
block some of these actions suggested the activation of protein kinase C was associated
mainly with the action of PMA, whereas G protein-coupled receptor kinase (GREK) 2 (GREZ)
was involved in the action of the three agents.
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Introduction
Sphingosine |-phosphate (51P) is a metabaolite formed by the phosphorylation of sphingosine through the

Pisceived: 27 A 8 catalytic action of sphingosine kinase 1. In addition to ils metabolic role, 51P is capable of modulating a

Piovimed: 18 Ociober 2018 large mumber of physiological processes, such as development [ 1], bone remodeling |2], vasoular develop-
Accepled: 76 Dciober 2018 ment, maturation, and integrity [3], and immune cell traffic [4], amongst many others. Similardy, 517 plays
. ] Ol roles in the pathogenesis of various diseases including cancer [5,6], Abrosis [6,7], and multiple sclerosis
26 Ocinbes 2018 [&-10]. At the cellular level, S1P has been implicated in cell migration, proliferation, and survival [11].
Vareion of Fiscred putinded: For comprehensive reviews on these aspects, see [9,11-17]. 1P is considered a "binactive lipid” due o its
11 Decemier 2010 capacity to indace this plethora of actions and the fact that the majority of these are medisted through a
5 2018 Tha Aufsorjs). This is a0 open ascess ariclc publiseer oy Fortans Fress Linites on heralf of tha Bichamica! Socaty aar dsirtieted usser ha Criztis Commmons Aftation 1
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Famaily of O prrotebn-coupled receplom |13 04]. The S1P recepior famaly is comsposed of ive accepled receplon denoled
as 510 s, sructurally related (o lysophosphatidic acid recepion LAy, and an additional receptor, S10%, related i
the purinergic G protein-coupled receptor subfamily [14,17].

The S1F, receptor was the first to be functionally characterized [18] and it is the best studied in the family: its
erystal structure hos already been reported [19). This recepior is mainly coupled to Gafo |14] and amongst its most
kmportant roles can be found the regulation of bymphocyte traffic |4,14,20]. 517 receplors ot as sensors and guide
lymaphocyte migration from ymph nodes that contain low levels of SIF o the blood, whire its concentration is
higher; down-regulation or desensitization of 1P| recepbors enables mphocyles to migrate from the bloed into
tissues, where the S1P conceniration i also relatively low |4.20]. Desensitization of 51P; receplors and receplor an-
tagonists indiwce leukopenia [21], which has increased interest in academia and pharmaceutical industries, given the
therapeutic potentisl for the trestmaent of suiodmmsne diseases and other pathologies [22,23], Fingolinod (FTY720)
b o of these agents and it has found its therapeutic niche in the treatment of relapsing multiples scheross; H s been
alreaady approved for s use in humans in many counties (9], To exert s action, the pro-drag, Fingolimod, mist be
phospharylated by sphingosine kinase 2, in order to generate the active agent, FTY720-phosphate (FTYp) [9]. The
therapeutic action of this agent appears to imvolve not only mphocytes. but also the ressdent macrophages of
central nervous system, microglia, and astrocytes [10,24). Interestingly, FTYp is not an antagonist, but an agonist that
targets S1Py receptons for internabization and degradation throwgh complex processes, These appears Lo imvolve re-
ciptor phosphorylation by G proteis-coupbed recepton kinase (GRE) 2 (GRE2), interction with (-arrestins, clathrin,
the receplor internalization machinery, and the proteasome |25-29], which leads cells to a long-term 51P; recepior
down-regulation rendering them refractory bo agonist action.

Mevertheless, information on the recepbors internalization process is scarce. [n particular, there is no information,
b osr know Beadpe, oo the moleis) of the different fab proteins in internalization, Rab proteins comprise a large family
of more than &0 monomeric G Pases that interact with the cvtoplasmibc fice of vesicles, lavoring docking, fusion,
cargo exchange, and vesicle bransport along the cytoskeleton; therelore, they are considered key elemenits in vesicular
transport [30-32]. In the present work, we comparatively studied the action of bwoe agonists, S1P and FTYp, and
phorbod 12-mymistate 13-acetate (PMA), a protein kinase C adivator, on recepior phosphorylation enad association
with Rab proteins. We frcus particularly on the imeraction with Rab5, Rab9, and Rab7, Rab5 is an essential regulator
inf endicytos b, which localizes to the plasma membrane and the early endaosomi and mediates carly memlsrne- fusion
processes [3233), Rab9 is mainly involved in cargo transpor amongs carly endosomes, late endosomes, and the
trans-Golgi network [32,34). Rab7 appeans to regulate intrace lular trafficking of vesicular cargo from late endosomies
to bysosomes: [32,35] and with the proteasome [36]. The posable role of GRE2 in these events was also tested by using
paroxeting, an antidepressand, which hinds selectively to this kinase soform compared with other GRES and which
imhibits its actvaty [1738].

Experimental procedures

Materials

Dulbeceo'’s modified Eagle’s medium, trypsin, antitaotics, FBS, and other reagents used for cell culture were from
Gibeo Life Technologies. S1F, PMA, bisindolyimaleimide 1, DNA punfication kits, and protease inhibitors were pur-
chased from Skpma Chemical Co, FT'¥p was obtained from Cayman Chemical. Parxetine was a generous gift from
Pricopharma 5A de CV {Mexico) (hitpfwww, psicofuremn. com. ma/ ). [Py (B500-9120 Climmol) was obtained
from PerkinElmer Life Soences. Agarose-coupled protein A was purchased from Millipore, Lipofectamine 2000 and
Fura 2-AM were obtained from Invitrogen. The plasmid for expression of the S1Py receplor fused o the mCherry
red fluorescent prolein (2 varant of the Discosoma sp. | mushroom anemone, disc anemone] red fluorescent pro-
teim (DsRed)) (plasmid £2508- M56) was obtained from Genecopoein. Enhanced GFP (eGFP)-tagged wild-type and
mutant Rab G TPases were generated by Dr Robert Lodge (Institut de Recherches Clinigues de Montréal, Montreal.
Canada) | 397 and generously provided fo us, A plasmid for expresion of DsRed in Escherichia coll was generously
provided to us by Dr Seln Jakobs (Max Planck Institute for Biophysical Chemistry, Goettmgen, Germany), and the
profein was expressad and purified as described [40]. An anti-Dsled antiseram, siitable for Western blod analysis
and immunoprecipitation, was generated in our laboratory and it has been characterized [41-43]. Secondary anti-
bodies were from Zymed, nitroceflubose membranes from Bio-Rad, and chemiluminescence kits were purchased from
Merce.
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Cell lines and transfections for stable and transient expression

HEK 293 cells { American Type Culture Collection) were cultured as described [41]. Transient co-expression was em-
ployed for FRET, as described later. For all the remaining experiments a cell ine was generated as follows: cells were
cultured in 6-cm diameter Petri dishes and, when 70%. confluence was reached, they were transfected with 1 pg of
plasmid for expression of the mCherry-tagged 51P; receplor, following the provider’s instructions. After 24 h, the
medium was changed to DMEM containing geneticin {300 pg'ml) for selection. Collonies were selecled on the basis
of receptor expression ( fluorescence microscopy) and 1 pM 51 induced increases in intracellular calcium concentra-
tiom; & clone with robuest expression and response o 51P was employed for the experiments presented. To study the in-
teraction of 51 -mCherry receptors with eGFP- Rab proteins, using FRET, transfection for transient expression was
employed and it was performed essentially as described [41,42], In'brief, a mixture containing 3060 ng of exch plasmid
for expression of the eGFP-tagged Rab proteins, and mCherry-tagged S1P; receptors was co-transfected employing
pobyethylencimine [44], cells were maintained in culture, and experiments were carried owt 72 h post-transfection.

Intracellular calcium determinations

Intracellular calcium was quantitaled essentially as previously described [34]. In brief. cells were serum-starved
overnight, loaded wath 2.5 pM Fura- 2AM, for I b at 37°C, and then washed three-times (o eliminate unincorpo-
rated dye. Fluorescence measurements were carried oot at 340- and 380-nm exctation wavelengths and at 510-nm
emission wavelength, with a chopper interval set at 0.5 5, otilixing an AMINCO-Bowman Series 2 luminescence spec-
trometer. Intraceflular cabeium ([Ca® 1) was caloulated according to Grynkiewice et all [45]).

Phosphorylation of mCherry-tagged $1P4 receptors

The procedure was similar to those employed to study eGFP- tagged 518 receplors [46]. Briefly, ceils were maintained
for 1 h in phosphate-free medinm withouot serum and then incubated in 1 ml of the same medium containing [*“F)P1
{100 pCifml) for 3 h at 37°C Labeled cells were stimulated as indicated, washed with ice-cold PES solution, and
solubilized with 0.5 ml of ice-cold buffer containing detergents, and protease and phosphatase inhibilors [46]. Cell
y=ates were centrifuged at 12700 g for 15 min at 4~C and supernatants were mcubated overnight at 4°C with protein
A-agarose and anti- DsRed antiseram. Afier two washes, pellels containing the immune complexes were boiled for 5
min in SD5-sample buffer containing 10% f-mercaptoethanol, and subsequently subjectad to SDS/PAGE. The gels
were dried and the level of recepior phosphorylation was assessed with a Molecular Dynamics Phosphorimager and
ImageCuanl software. Data fell within the linear range of detection of the apparatus and were plotted using Prismé
from GraphPad software. Parallel samplies were employed o determing loading of inmunoprecipitated recepiors by
‘Western blotting, employing the anti- DsRed antiserum [41-43].

Confocal fluorescence microscopy

To study receptor internalization, cefls were seeded at 60% confluence onto glass-bottomed Petr dishes coated with
poly-o-lysine and coltured for 48 b at 37°C in medium containing 10% serum, and further incubated for additional
3 h in media withowt serum. Cefls were stimulated with the agents and fior the times indicated and were then washed
with PES soluticn, fixed with 4% paraformaldehyde in (L] M phosphate bufier, and then washed five times again with
PBS. Images of five 1o six independent expenments usng different cell cultures were obtained employing a Fluovew
Confocal microscope model FV 101 {(Obympaes, LT laser, 405 nm (18 mW), 473 nm {12.5 mW), 635 nm (10 mW},
559 nm) with a water-immersion objective (60 ). The mCherry protein was excited at 580 nm and the fluorescence
emitted was detected al 10 nom. Fluorescence in both the plasma membrane region, and in iniracellular vesicles
was determined. To achieve this, the plasma membrane region was defineated and marked osing the differential
interference contrast image and fluorescence in plasma membrane and in intraceliular regions was quantitated by
emphoying Image] software [47-49].

51Py receptor-Rab protein interaction

Interaction was analyzed using FRET by means of the sensitized-emissicn method, employing a confocal microscope
equipped with an FV 10i Olympus automated laser spectral scan, as described [42], with minor modifications. Expres-
sion of eGFP- and mCherry-tagged proteins was confirmed for each experiment. The eGFP protein was excited at
489 nm and the emitted fluorescence was detected at 510 nm, while the red fluorescent protein, mCherry, was excited
at 580 nm and the fleorescence emitted was detected at 610 nm, as previously indicated For FRET channe] analyss,
eGFP (but oot mCherry) was excated and fluorescence was detected at 610 nm. The same images were employed to
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Figuro 1. Effects of 51F, FTYp, and PMA on intrecedluler calcium concentration

Uniransfegted faild-type, WT; (A]] or mChemy-tegged 51P; rsoepior-expressing {51P -mChery; (B]) HEX 233 cells were trented
with the indicated concentrations of 31P {closed cimoles, solid nes) or FTYp jopan droles, dotted lines) and the maximal caloium
concentration wes recoded. Plotied are the meons with verticad [ines. indicating the S.E M. of thres (&) or free (H] experiments
porfomned with difierent cefl cultures. Al the remairing panss comespond to expenments using mChamy-tegged 1P reospior-
expressing cell. Hepressntetive: colcium tecngs obtsined in responses o diffsent concentraBons of S1P |G or FTYe (DL 0 [EL
cells wene preincubated for 10 mn in the absenoe or presence af 1 pM PMA ond then challenged with 1 g S51F or 10 uM FTYp.
Platied an= the menns with vertical res indicating the 5.E.M. of ssght xperiments performead with different cell cultures P <000
compared with obesnoe of PRA

4 @

quantitate recepior internalization. The FRET index (that eliminaies ‘Meed-throoagh” and ‘fakbse’ FEET) was quanti-
tated utilzing Image] software and the 'FRET and Co-localization Analyzer” plug-in |50]. This plug-in functions with
EB-bit images and allows supervised computation of the FRET index by means of a ‘pizel-by-pixel’ method.

Statistical analysis

Statistical analysis between comparable growps was performed osing ANOVA with Bonferronis post-test and was
performed with the software included in the GraphPad Prism Program. In all statistical comparisons, P<0.05 was
considered significant.

Results

Intracellular calcium concentration

The effect of 51P and FI'Yp on the intracellular concentration of caldum was tested in untransfecied (wild-type)
HEK 293 cells. HEK 293 cells are known fo express 51 receptors and other sublypes and also to generate S51F
in response o different stimuli through the activation and membrane assocation of sphingosine kinases [51.52].
As anticipated, both agonists were able to increase intracellnlar caloum (Figure LA} in neither case did the
concentration-response curves reach saturation. This effect was also tested in the selected cell line transfected o sta-
by express mCherry-tagged S1P) receptors. As can be observed {(Figure 1B), in these cefls the concentration-response
curve for 511 was clearly shifted to the left and saturation was observed in the range of 1-10 uM (ECsy value ~-250
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nM}; no clear saturation was observed with FTYp within the range of concentrations employed, and higher concen-
trations mterfered with the intracellular calcium determinations (data oot shown). Nevertheless, the data showed
that FTYp was less potent than S1P for this effect. In addition, the calciem traces also demonstrated that the action
of FTYp was not as rapid as thal of the natural agonists and that the intracellular cabcium concentration remained
relatively elevated for longer time pericds in response to F1TYp (compare Figure 1C and D). The effect of both agonists
was blocked by preincubation with the PEC activator, PMA (Figure 1E).

51P4 receptor phosphorylation

Phosphorylation of this receptor takes places in response to receptor stimulation and the activation of PEC, and
appears to be associated with recepior desensitization [46]. In agreement with this, it was observed that 51P. FTYp. and
PMA increase S51P phosphorylation (Figure 2. The time course of this effect for | pM S1P {panel A) and [0 pM FTYp
(panel B), as well as the comparative effects of 1 pM SIP, 10 oM FTYp. and 1 M PMA on receptor phosphorylation
{15 min incuhation) are presentad in Figure 2 { incubation time and agent concentrations were defined in preliminary
experiments and previous findings using eGFP-tagged S1P; receptors [46] ). 51P, receptor phosphorylation was rapid
in response o | wM 51P reaching a near-maximal effect at 2-5 min; the action of 10 M FTYp was similar but of
a smaller magnitude, reaching near-maximal receptor phosphoryation at 5-10 min (Figure 24 B). R was previously
shown that PMA-induced receptor desensitization and phosphorylation is mainly due to the activation of dassical
PEC « and p isoforms [46], whereas 51P-induced receptor phosphorylation ocours through a different process ikely
involving GRESs [27,46]. Consistent with this, the FKC inhibitor, bisindolylmaleimide 1 [53], dearly decreased the
action of FMA, but did not alter baseline receptor phosphorylation or the effects of the agonists SIP and FTYp (Figure
n).

51P4 receptor subcellular localization

This aspect was studied next. If can be observed that, under baseline conditions, a large proportion of the receptors
fheorescence delineated the plasma membrane; some fuorescence was also present in intracellular vesicles (Figure
3). Incubation with SIF, FT¥p,. or PMA for only 5 min dearly increased receptor infernalization, as evidenced by
decreased fluorescence at the level of the plasma membrane and a concomitant marked increase in intracellular fluo-
rescence [Fymure 3A-C). Interestingly, the intrace lular fluorescence accumulation was more intense with the synthetac
agonist, FI'Yp, at 30 min of incubation (Figure 3).

51P4 receptor-Rab protein interactions

FRET was employed to analyze 51, receptor-Rab protein interactions. Transient co-transfection with plasmids for
expression of mCherry-tagged receptor and eGFP-tagged Rab proteins was performed 72 h before the experiment; ex-
pression of the proteins was confirmed by confocal microscopy. [Mata are presenfted in Figure 4 histograms and repre-
sentative images are exhibited in Supplementary Figures 51-59. The time course of 5 | P action on 51P; receptor-Rabs
interaction is presenied in Figure 4A and in Supplementary Figure 51. It can be observed that Rab5 is distributed along
the cytoplasm during the whole time course, whereas the 51F receptor 5 mainly plasma membrane-located before
stimulation and infernalwes in response io the agonist in a time-dependent fashion {Supplementary Figure 513 The
FRET images reveal the fluorescence observed with eGFP exctation (but without miCherry excitation) and recording
in the red channel; FHET INDEX images represent the remaining FRET after the climination of false FRET using the
pixef-by-pixel analysis of the Image] program. A< it can be observed, SIP induced FRET at 3, 5, and 15 min and this
essentially vanished at 3 min. The FTYp effect on S1Py receptor-Rab5 interaction was more rapid, being maamal
at 1 min and progressively decreasing at Later times (Figure 4B and Supplementary Figure 52). The PMA effect on
S1Fy receptor-Raht interaction was similar (o that of S1F, but the interaction persisted afier 30 min (Figure 4C and
Supplementary Figure 53). 81 induced a modest 51P receplor- Rab® interaction that was clear al 5 min {Figure 4D
and Supplementary Figure 54) and no effect of FTYp was detecled on the receptors interaction with Rab® (Figure 4E
and Supplementary Figure 55). In contrast, PMA triggered 51F) receplor-Rab9 interaction that was clear during the
initial stimulation (2-5 min), vanished at 15 min bui reappeared at 30 min {Figure 4F and Supplementary Figure 56).
Essentially, no FRET due to 51P; receptor-Rab7 interaction was observed under the action of 5LP (Figure 4G and
Supplementary Figure 57) or PMA (Figure 4] and Supplementary Figure 59) but, in contrast, FTYp induced a rapid
small increase at 2 min and a stronger one at 30 min (Figure 4H and Supplementary Figure 58). [n experiments wti-
liring the GDP-bound {inactive) dominant-negative mutants of these Rab proteins, the effects described previously
were not observed ( Supplementary Figure 510).
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Figura 2. Effects of S54P, FTYp, and PMA on 51P; receptor phosphoryletion

Cindls: eoprerssing miChemy-tagoed S51F) receptors wemr incubated as indicated under ‘Experimental procedures’ section (o saudy
recspior phosphorylmtion and wens challsngsd for the fimes indicated with 1 pM 51P [closed circles, {B), 7 =8) or 10 gM FTYp
|open cinoles, (8], r =10). Plotied ars the means with verticed fnes mdicating ghe 5.E.M of $he mensSoned numbser [r) of indspendani
epeniments using different pell quitures. In (G}, ools were challenged for 15 min with 1 gM 51F, 10 M FTYp, or T phd PhiA
Plotied ars the mears with vertical lines indicating the SE M. of sx sxpenimesis performed with different cell cofturss, P <0000
compard with Baseine ([B]. "F <001 compamed with Baseins (B). in {0}, odls were prenoobated for 30 min in-the absenoe [
or presenoe (4} of 1 pM bendobyimalesmide | (B84} and chalenged s desoribed for (). Plotted ans the mears with vertical fines
mdicating the 5 .E.M. of five experiments performed with diferent cell culiures. P <0.07 compered with preincubagion without Bik.
A representative sutorsdiograph (27 and o Westam biol = presenied showe sach histogram
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Figure 3. Effects of 34P, FTYp, ond PMA on 34Py receptor internolization

Cedln expressing mChemy-topged S1F; receptors were cholenged for & or 30 min with 1 pd S1F, 10 pM FTYp, or 1 pM PMA
Membrane (&) or intrmcedlulor (B) flucrescenoe valuss were dedenmined and normalzed to those ocbserved in the absencs of stimulus
(/B) Bassfine; 100%)}. Plotted ore the means: with vertionl fines indicating the 5.E.M of 24-30 samples resuiting from four or five
independesnt experiments, in which six differs=nt imoges wesme obisined from sach of these, P <0007 compared with Baseline [B)
FRepresentative images are presentsd in (Gf. Bars 10 pme

©On the possible role of GRK2
This was studied by using paroxefine, an antidepressant {a serofonin-uptake imhibitor) thal has been found to
bind and inhibit GREZ [37.38,54]. We have previously observed that parcxetine markedly blocks agomist-mediated
ap-adrenergic phosphoryiation and also diminishes the effect of PMA on this parameter [55]. Consistent with this,
we ohserved that preincubation with the antidepressam nearly blocked S1P- and FTYp-mediated S1P; receplor pheos-
phorylation, and abso partially diminished PMA-induced action (Figure 5). Simifarly, IJrLin:Lhati":L with paroxe-
tine markedly reduced S1P-, FTYp-, and PMA-indwced 51P; receptor internafization (Figune &), L.e. in cells preinco-
bated with the anlidepressant, the agonist- and PMA-induced decreases in fleorescent plasma membrane defineation
was essentially blocked (panels A,C) and the increase in intracellular fuorescence indwuced by these agents was also
markedly reduced (pancls B,CL It is noteworthy that preincubation with paroxetine mduced cellular contraction as
evidenced by marked roundness | Figure 6C). Parooetine -induced decreases were estimated by delermining the cells’
major axes and their areas (Supplementary Figure 51 1AB, respectively L

The effect of paroxetine on the previously described SIP; receptor-Hab protein assocalions was studied. 11 was
observed that paroxeting essentially abolished all of these effects; Le. it Blocked 51P-, FTYp-, and PMA-induced in-
teraction with Hab5 (Figure 7A and Supplementary Figure 512); the actions of 51P and PMA on receptor-Rab%
association (Figure 7B and Supplementary Figure 513); and FTYp-induced association with Rab? (Figure 7C and
Supplementary Figure S14).

Discussion
The actions of two agonists, S1P and FTYp, and an activator of PEC, PMA, on the function and subcellular local-
ization of $1P; receplors were studied. Our data indicated that the actions of the two agonists differ, Le. FTYp was
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Figura 4. Effects of 31F, FTYp, and PMA on 51P; receptor-Hab protein interoction

HEK 283 osls were co-transfected with plasmids for trarsient axpression of mChery-teggsd 51P,; recepton and =5FP-tngged
Aeb proteing as desoribed under *Expermmental procodures” section, snd FAET was used o5 an index of profein-protein intemotion.
Clls wese challengsd for the Smes indicated with 1 uM S1P {{A] [Rab&], D) [Rabd], and G} [Rabif, 10 oM FTY¥p (B} [Rabs], (B
[Rab], and (H} [FabT), or 1 pM PMA G} [Rabd], {F) [Rabd], and [I) [Rab7]). FRET values wers determined and nomalizsd to those
ochasresd in the sbsence of stimulus {Time 0, Bassline; 100%). Plottad ars the mears with vertical fines indicating the S.E.M of
2430 sampiess resuling from fowr or five indepeandent sxperiments, in which six difien=nt images wenrs chiained in sach of these.
P =0.008 compared with Baseiine, P =001 compared with Bassine, " P =0.06 compared with Basaline.

less potent than 51F in increasing intraceflular calcvum and the 511 receptor phosphorylation induced by the syn-
thetic agenist was abso bess intense than that indoced by 51T In contrast, agonist-indoced receptor internalization
was more marked with FTYp than with 51F, particularly s 30 min. Consistent with previous data, PMA blocked
the agomist-induced calciwm response and indoced recepior phosphorylation [27.46]. It has been clegantly shown
by Kirchhawsen et al. that 51P- and FTYp-mediated internalization of S1P) recepions involbves the clathrin-mediated
pathway |29]. Previously, Oo et al. [26] observed that FTYp was moch more polent and effective than 511 in inducing
receptor degradation. This is consistent with the idea that FTYp is an agonist but that it behaves as a functional an-
tagonist, by virtue of its ability to induce receptor desensitization, internalization, and degradation/down- regulation
[9,10,28); in fact, FTYp could be considered as an agent with a clear bias toward receptor internalization/ degradation
{i. &, a biased agonist) [54].

A major interest of our work was to study comparatively the roles of Rab preteins in receptor internalization. As
indicated before, Rab proteins are a large family of proteins, constituted by more than &0 membsers with different func-
tions in vesicular traffic [30-32]; our work fomssed on receptor imlernalization, and receptor interaction with only
three of them was studied, e, Rab5, Rab9, and Rab7. Rab5 locatizes to the plasma membrane and early endosomes
[31,33], whereas Rab® is imvolved in cargo transport amongst eady endosomes, late endosemes, and the trans-Golgi
network [32,34] and Rab7 that regulates vesicular cargo from late endosomes to lysosomes [32,35] and the protea-
some [36]. In a previows work from our lsboratory, we observed that agonist- (Le. noradrenaline) and PMA-induced
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Figure 5. Effect of paroxetine on S1P-, FTYp-, and PMA-induced S1Py recer h lati

Cedls axpressing mChesy-tagged S1F, mmmhﬂndumciubdundﬂﬂpcnmmdpmmd:mmbmh:mdy
meoeptor phosphorylation. Cells wens preinoubated in the absenoe |- or pressnoe of 100 pM parooestine {4+, Parj and then challerged

fior 16 min with 1 M 31F, 10 p FTYp, or 1 pM PMA Plotied are the means with wertical ines indioating the 5 M of sixindependent

expenments, using different csfl cultures. P <000 compansd with Basefire (8} P <001 companrsd with sbesnos of pameetive;

" 005 compensd with absence of paastne. A epresentative autcradiogreph (2F) ord & Wesiern blot are presenied above

the hastogram.

ayy-adrenocepior internafization involved different Rab proteins [41.42]. Both stimuli were capable of inducing re-
cepior phosphorylation, but noradrenaline-activated o,y -adrenoceptors mainly interacted with proteins present in
early endosomes, such as early endosomes antigen 1, Rab5, Rabd, and Rabl1 but not with late endosome markers,
such as Hab 9and Rab 7 [41,42]. In contrast, activation of a non-adrenergic receptor (such as 511 receptors) or direct
activation of PEIC (heterologons desensitization in both cases) indoced a relatively small and brief adrenoceplor-Rab5
interaction, a more pronounced and sustained one with Rab9, and some interaction with Rab7 [41,42]. Our present
results with the 517 receptors showed some similarties, but also some differences, with the patiern observed for the
ayg-adrenocepiors, and indicate that the findings cannot be generalived to different GPCHs.

In the present work, the patterns of 51 receploer-Rab protein interaction, induced by the natural agonist, 517
(homodogous desensitization) and PMA (heterologous desensitization) demonstrated some similarities. Both S1P
and PMA, tnigger receplor interaction with Rab5 (a marker of early endosomes) and even PMA action was more
susigined Nome of these slimuli induced any increase in 517 receptor-Rah? interaction, as reflected by FRET. Samilar
o whal was observed with the @ g-adrenocepiors [41,42), activation of PKC by PMA induced a stronger and more
sustained interaction of Rab® with the 1P recepior. A possible interpretation of these data is that the nataral agonist,
51 P, promotes 511 receptor- Fab5 interaction, triggering rapid endocytosis, and recycling throwgh early endosomes.
PMA also appears to induce this, but also promoted receptor inleraction with Rab®, suggesting interaction with kste
endosomes and a slower recycling.

FIYp-induced 51F; receptor-Hab protein imteractions differed from those observed with the other agents. This
15 interesting for several reasons. Amongst them, the data underscore (he abality of the cell machinery to ‘sense’ and
process when a receplar is activaled by different agonists or modulated by a protein kinase. Additionally, the thera-
peutic value of FTYp is due to its ahility to indwce 51P internalization and degradation [25-28]. Under the action
of the synthetic agonist, the 51P; receptor exhibited a very strong and rapid interaction with Rab5, which decreased
after 2 min but that remained above baseline up to 30 min. FTYp did not induce any increase in 51P) receptor-Rab%
interaction but, in contrast with the other agents, markedly increased recepior-Rab? FRET at 30 min of incuba-
tion. Rab7 participates in the intracellular trafficking of vesicular cargo from kate endosomes to bysosomes and 1o the
proteasome [32,3536). Our data are in agreement with those of Oo et al. [25,.26] who reported that FTYp-induced

o peRTLA
Y et

(E; 21 Tha At This i an open access arice publase by Porfesd Prems: Limizd on bohalf of The Biochemicsl Sockly aad dsivibusad usder ha Creete Comeroes Afrfutios

Licass 4.0 {0C Y|

62

cdp el iy ps o s

A sy 0 i ) Ay g - 00 R P D LS B A



. Eiscionce Foports (2015 98 BERIHE 2
(1 Eorig ANe RHtpa oL o0 M SRERZIET 012

Mo a‘ent Par

Figura 8. Effect of parcestine on B4 P-, FTYp-, and PMA-induced 34Py recaptor imtzmalization

Cedls: exprresssing miChemy-taggesd S1F; receptons were preinoubated for 30 min with 100 pM panxesne ond then challengsd
for & min with 1 g 31F, 10 pM FTYp, or 1 pM PMA. Membrone (A} or inreosuler (B] fuorssosncs values wess determined snd
nomalizesd 1o those obaerved in the sheence of stmulus {8, Baseline; 100:4%). Piotted are the means wilh vertical fines indicating the
5.E.M of 30 samples reaulting from five indepsndent sxperiments, in which six difsrent images wese obéained from esach of these.
P 0001 compansd with Baseline (8}, P <0,001 comparsd with absenoe of panestine. Aepressninfive images ans pressnisd in
{C). Bars 10 pm.

E

Baseline

Mambrana Friaréscance
(% al baseling

51P
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phospharylation, ubigquitination, internalization. and proteasomal degradation of 51P; receptors. 1t shoukd be men-
tioned that some differences exist between the data of Oo et al [25,26] and ours, ie. those authors observed some
receplor degradation at 30 min, but we were unable to detect receptor degradation s this time {see Weslern blots).
In their experiments, receptor degradation was much more clearly observed at much longer incubation times (4
and 8 hj [25.26]. Such a difference could be attributed to several facions including different eceplor constructions
{eGFP-tagged compared with mCherry-tagged receplors) or kevels of receptor expression, to mention a fow; m fact
these authors ohserved a more dramatic effect in vascualar endothelial cells than in HEK 293 [26]. In our experiments
we employed a higher concentration of FTYp (10 pM as compared with 100 nM [2526]) on the basis of data ob-
tamed in studies on intracellular cabcium concentration and receptor phosphorylation. 1t should be noted that RabT
was previodsly associated with internalization and degradation of other GPCHs such as the e-opioid receptors [57],
platelet-activating factor receptors [58], and angiotensin 1T AT, receptors [59,60], amongst others. Similarly, RabT
participates in the degradation of receplor tyrosine kinases, such as the epidermal growth factor recepiors [61,62)
and the vascular endothefial growth factor receptor 2 [63,64]

It has been observed thal receptor tyrosine kinases and G protein-coapled recepiors can form complexes and signal
Joantly [5,65-69]. A complex between the platelet-derived growth factor f receptor and the 51F; has been observed
to have functional relevance particulardy in modulating the mitogen-activated protein kinase pathway [66,67]. Inler-
estingly. an 51F; inverse agomnist (SHA49146) is capable of reducing endocylosis of the platelet-derived growth factor
B receptor-51P,; receptor complexes and the stimulation of pd2/p44 MAPK and cell migration in response io the
peptide growth factor [67]. It has also been observed that FT'Y 720 inhibits platelet-derived growth factor B receptor
action by decreasing the plasma membrane level of S1P; [68.69).

As indicated, the antidepressant, parcxetine, directly binds and inhibits GREZ [37.38]. In our experiments, this
agent was able to block the 51 receptor phosphorylation indeced by SIF, FTYp and also to markedly reduce that
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Figure 7. Effect of parcxetine on S1P-, FTYp-, and PMA-indoced 31Fy receptor—Rab protein nteraction

HEX 233 cells wens co-transfected with plasmids for rensent expression of mChemy-tapged 51P; recepiors and =GFP-togged
Rl proteing oz desoribed under Experimental procedures” section and FRET was used as an index of protein—prodein interection.
Cells wers pranoubated for 30 min in the sbeenos of any sgent or presence of 100 pM parcastine and then challenged with 1
uM 377, 10 pM FTYR, or 1 2M PMA, as indicaded, and for the foliowing times: (o) 3 min, (A} [Aobb]; {b) & min, {B) [Aab3f and id)
0 mmin, |G [Aabd]. FRET valoes wers dalermined and normalined to thoss obssreed in the shaanoe of stimulus [Teme 0, Bomsfine;
100:46]. Plofied are the means with vertical nes indicaSing the S.E.M of 24-30 samples resulting fom four or fve indepandent
experiments, in which six different images wers cheained in sach of them. “P' 00006 compared with Baseline, P =0.01 compared
wiith Basefine, **F <(.0% comnpansd with Baselne; 8p oot oompared with absence of parosstine; Wy <0.06 compared with
shsenoe of paroostine.

induced by PMA. Paroxetine also blocked receplor internalization and its inleraction with Rab proleins. This is con-
sistent with a major role of GRE2 in all these actions. We previously showed a similar action of the antidepressant on
&p-adrenoceptons, e paroxeting blocked aponist (noradrenaline }-induced receptor phosphorylation and internal-
ization and also deady reduced the actions of PAA [55]. The actions of paroxetine were mimicked by the expression
of a GREZ dominant-negative mutant |55]. It is known that PKC can phosphorylate and activate GRE2 [70,71]. This
supggests that ormoss-talk between these protein kinases might parlicipate in the observed effecis and might explain the
action of paroxetine on PMA-mediated effects.

Although receptor phosphorylation appears to be a very early event, it is becoming clear that the sole changes
in the bulk and charge thal phosphorylation causes do not fully explain the changes in subcellular location or their
functional consequences. The specific sites that are modified appear to be crucial, There is evidence indicating that
the type of cells in which the receptors are expressed [ possibly reflecting the reperioire of proteins available in a given
cell or tissue) and the stimali {conformational changes, protein imteraclions, or modifications in response to different
ligands) to which cells are subjected are crucial for definmg the phosphorylation pattern and s consequences; this
has been denominated the ‘phosphorylation bar-code hypothesis® [72-78].

51P; receptor phosphorylation has been studied by different groups and some specific sites have already been de-
tected, as have the protein kinases imvolved [27,79]. Thus. it has been observed that Akt/PEKE associates with and
phosphoryiates residoe T236 at the third intracelhular domain of the 51F receptor [79]; this residue does nod appear
o participate in Gi-mediated signaling, bat it is indispensable for Rac activation, cortical actin assembly, chemo-
taxis, and angiogeness [79). In an degant study, Walterson et al [27] showed that PMA and S1P were able o induce
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51P receptor phosphorylation throegh different mechanisms, involving different protein kinases and differend re-
cepior target sites. In these experiments, 51P-induced receptor phosphorylation was essentially insenstive to PEC
inhibiticn and GRE2 was able to phospherylate S1P) receptors im witro [27]. In addition, these anthors observed that
truncation of the last 32 amino acids of the carbooyl terminus abolished PMA- and S1P-indueced phosphorylation,
‘st that deletion ofonky the last 12 amino acids diminished 5 1P mediated receptor phosphorylation without affecting
the action of PMA [27]. The role of GREZ in 51P; receptor desensitization was also demonstraled by Arnon et al
[28], who additionally showed that such action of the prolen kinase is required in lymphocytes to overcome their
attraction to the high concentrations of S1P present in blood. 1 has also been shown that cells expressang a 511,
recepbor mutant, in which the serines in a serine-rich domain (351-359; SESKSDNSS) were changed into alanines,
are resistant o phosphorylation and FTYp-induced degradation [26]. Mice expressing this phosphorylation resistant
recepbor developed a more severe experimental encephalomyelitis than contrel mice [26]. Phosphorylation of 517
recepbor residues 5336, 5351, and 5353, was detected by MS in HEK 293 cells overexpressing this recepior, and such
phospharylation increased after incubation with FI'Vp [25]. p-51P, receptor residue 5353 has been detected in an-
topsy brain samples obdained from patients with multiple sclernsis, which suggested a possible role of this residue in
the pathogenesis of this disease [80]. Il has also been reported tha tyrosine phosphorylation of 51P receptors (Y 143)
takes place in cefls in response o 51P and that sech phosphorylation regulates receptors membrane expression [81];
similarly, a desensitization motaf (T371, 5374 and 5375), whose phosphorylation controls lymphocytes attraction 1o
517 has been reported [28].

Diespite this wealth of informeation, it is cwrmently unknown the manner in which the intracellular machinery differ-
enfiates the actien of FTYp from that of the natural agonist, leading 5 1Py recepiors to degradation {down- regulation)
rendering the cells unresponsve to this bioactive lpid It 5 noteworthy that phosphorylation is not the sole
post-translational modification that has been detected in 51P) receptons; other covalent modifications include the
following: sulphation of its extracellular amino-ierminal tyrosines [B2], and palmitoylation of three cysteines [B3]
and ubiquitination of four lysine residoes [25.26], both at the carboxyl terminus. Modification of these lysines (K to R
substitutions) also blocked receptor degradation, but not internalization, and it has been shown that phosphorylation
precedes ubigquitination [25]. The differential receptor-Rab protein interaction adds information io this subject and
might help 1o ducidate this question. Finally, our data sugpest that cantion should be exercised when patients are
treated with Fingolimod (or related agents) and paroxetine.
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1. Infrodisciion

#y-Adrenoceptors are o suhgroup of the G protein-conpled receptar
superfamily, which mediates many of the actions of adrenaline, and
noradrenalime. They participate in the fmetiosa) equilibrium, which we:
rall kealth, and alsa the pathogenesis of many diseases (Akinags =t al
I01% Garcls Bacng =t al, 19K, 2000). Three a;-adrenccepior ibtypes
have been identified, and they are referred to as oy, @, ond &y sub-
types (Hizhlo et al | 1995). These subtypes are expressed differentinlly in
tiasues nnd organs (Hiebie &t al., 1995), ploy distinet robes @ physiclogy
and pathophyziology (Akinoga et al, 2019 Gorcis-Siimz ef al, 1993,
i), and hawe monddentical regulations (Akinaga er al, 201%). He
reptor phosphorylation appears to be sn indtlal event in recepoor
desensitization ond intesmalization {Gopcls-Sainz e al, 20041
ay-Adresorepior phosphorylation sites differ among the subtypes, the

_— A P —
B-ﬁ-!ﬂ-’l:ﬂ. anarr sk s s (I8 Gerdle-Sdige)

lipegaie /b e, O 01 o e 2X0E00, TTRETS

type of desensitization (homologous, Le., agonis-medived v, heteml
ogous, Le, activation-independent) and even vary [n nespomse to
different agonists {(Alcismam Herninder et al |, 2017; Alfonro-Mésder
ef o, 2i18; Carmona-Hoses et al., X11% Hemander-Espincen ot al.,
e -

Phosphorylationn of myadrenoceptors  triggers  recnoftment o
[b-arrestics, which sterimlly block recepeoraG protein interartion, inid
ates o sigmaling saitch, and fivors receptor imemnalization by promoting
s interactinn with the endocytic machinery: these inclsde clathrin, the
AF2 adapior complex, dynamin and ciber molecular entities, such as the
Hob proteins (Lefbowitz, J004), Eob proteins are a large family of
monomeric GiPmes, with more thon 60 members, Thes GiFases
Imteract with the cytoplasmie face of vesiches, favoring docking, fusion,
carge exchange, and vesicle tmesport, and are considered critical ele-
ments in vesicolar trassport (Schwart e al, 2007, Stemmark, 2009;

e Fldiodogln Celiiler, TMAM, A Poital 70-268, Croded Universitasda, Cradail de Mrzioo, 04510, Mz,
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